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Beitriige zur Frage der Beziehungen 
zwischen Mikroorganismen und héheren Pflanzen*. 


Von 
HEINZ STOLP. 


Mit 11 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 16. August 1951.) 


Das Zusammenleben zwischen Mikroorganismen und héheren Pflanzen ist, soweit 
es sich um ein solches mit aéuBerlich erkennbaren Symptomen handelt, meist weit- 
gehend geklart. Uber die gegenseitige Beeinflussung der allgemeinen Bodenmikro- 
flora und héheren Pflanzenwelt besteht jedoch weniger Klarheit. Es ist dies eine 
Folge der methodischen Schwierigkeiten, die fiir alle Untersuchungen im natiirlichen 
- Boden wegen der nicht zu tibersehenden Vielzahl mitwirkender Faktoren zutreffen. 
Besonderes Interesse fanden die mikrobiologischen Verhaltnisse im Wurzelbereich, 
weil hier Bodenmikroflora und Pflanzenwurzeln — beide an ihrem natiirlichen Stand- 
ort — unmittelbar zusammenleben. Von Hitrner ist fiir die wurzelnahe Zone, die 
sich durch eine allgemeine Anreicherung der Mikroorganismen auszeichnet, der 
Begriff der ,,Rhizosphare“ eingefiihrt worden. Um, im Vergleich zum wurzelfreien 
Boden, die Verhaltnisse im engeren Wurzelbereich in Abhangigkeit von jahres- 
zeitlichen Hinfliissen, von Entwicklungsstadium und Wachstumsbedingungen der 
Pflanze sowie anderen Faktoren zu klaéren, wurden bisher fast ausschlieBlich in- 
direkte Untersuchungsmethoden angewendet: z. B. Keimzahlbestimmungen nach 
dem Kocuschen Plattenverfahren, Ermittlung der Stoffwechselintensitat be- 
stimmter physiologischer Gruppen und die Auswertung von Cholodny-Bodenplatten. 


In den eigenen Untersuchungen sollte durch eine direkte Beobachtung 
bestimmter Mikroorganismen im Wurzelbereich zur Klarung der Ver- 
haltnisse beigetragen werden. Es wurden 1. die Beziehungen zwischen 
Mikroorganismen und in vitro kultivierten, isoliert wachsenden Pflanzen- 
wurzeln gepriift; 2. wurde das Verhalten der Organismen im Wurzel- 
bereich steril kultivierter Pflanzen untersucht. Die Durchfiihrung dieser 
Versuche erforderte eine Auseinandersetzung mit der Frage der Steri- 
lisation von Samen und Friichten und der inneren Sterilitat von Samen 
(wie auch von Pflanzengeweben im allgemeinen). Die Ergebnisse sind 
den in 1. u. 2. mitgeteilten Untersuchungen vorangestellt. Weiter wurde 
3. das Problem der organischen Wurzelausscheidungen behandelt und 
4. die Frage der antagonistischen Beeinflussung von Knollchenbakterien 
im Wurzelbereich von Leguminosen untersucht. 


Zur Sterilisation von Samen und Friichten. 


Fiir die Kultur abgeschnittener, isoliert wachsender Wurzeln ist ein auBerlich 
steriler und keimfahiger Same unbedingte Voraussetzung. Dasselbe gilt fiir die 
sterile Aufzucht von Pflanzen, wenn man z. B. — wie in-der vorliegenden Arbeit — 


*« Ausfiihrlichere Darstellung in der gleichnamigen Dissertation, Gottingen 1951. 
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das Verhalten bestimmter Bakterien im Wurzelbereich untersuchen will. Auch die 
Frage der aktiven Wurzelausscheidungen erfordert steriles Arbeiten; anderenfalls 
wire es nicht zu vermeiden, daB die Ergebnisse durch die unkontrollierbare Tatig- 
keit von Mikroorganismen irgendwie beeinflu8t werden. Nichtbeachtung dieser 
Forderung hat vielfach zu Fehlschliissen gefiihrt. So wird von Paxcu berichtet, daB 
nach ScHwaBE die Beeinflussung der Pflanzenatmung durch Aminosauren eine 
deutliche Férderung erkennen lieB, die in Wirklichkeit jedoch auf eine durch die Zu- 
fuhr der Aminosauren stark begiinstigte Bakterienentwicklung zuriickzufiihren war. 

Fiir die Sterilisation von Pflanzensamen und Friichten sind zahlreiche Methoden 
angegeben worden. KLEIN u. KISSER z. B. zitieren 114 Arbeiten, die sich in irgend- 
einem Zusammenhang mit dem Problem der Samensterilisation oder der sterilen 
Aufzucht von Pflanzen befassen. Im Zuge der Entwicklung pflanzlicher Organ- und 
Gewebekulturen sind die Methoden verbessert und ausgebaut worden. Dennoch 
existiert keine Standardmethode, und fast alle Experimentatoren haben mit eigenen 
Verfahren gearbeitet. 

DaB die Sterilisation von Samen auch heute noch Schwierigkeiten macht, geht 
aus einer Arbeit von AsH und ALLEN hervor, die 1948 11 verschiedene zur Samen- 
sterilisation empfohlene Methoden vergleichend tiberpriift und dabei keines der 
angegebenen Verfahren fiir absolut zuverlassig befunden haben. Die Infektionsrate 
schwankte zwischen 2 und 15%; eine 100% ige Desinfektionswirkung war nur auf 
Kosten verminderter Keimfahigkeit zu erreichen. 

Die Ergebnisse der verschiedenen Methoden sind vielfach widersprechend. Das 
kann seine Ursache in geringen Variationen der Methodik, in der verschiedenen 
Widerstandsfahigkeit der Samen, ihrem Alter und der Art der Aufbewahrung oder 
auch in der Vorbehandlung des jeweils verwendeten Materials haben. Uberein- 
stimmend wurde jedoch festgestellt, daB zur Erreichung der AuBensterilitaét von 
Samen und Friichten langere Einwirkungszeiten erforderlich sind als zur Abtétung 
von Bakterien und Sporen, wenn diese allein behandelt werden. Das hat seinen 
Grund in der Textur der Samenschale sowie der Struktur des Samens, die eine 
Benetzung erschweren und durch Bildung von Luftsicken die darin befindlichen 
Bakterien der Einwirkung des Desinfektionsmittels entziehen. Damit wird ver- 
standlich, daB nicht nur die Art des Desintektionsmittels, seine Konzentration 
sowie die Einwirkungsdauer entscheidend sind, sondern in erster Linie die vollige 
Benetzung des Samenmaterials. 


Mit dem nachstehend beschriebenen Verfahren konnte absolute Ober- 
flachensterilitat ohne Beeintriichtigung der Keimfihigkeit erreicht 
werden. Es wurde eine einfache Anlage konstruiert, die im Gegensatz zu 
einer Anzahl komplizierter, z. B. bei Kuery u. Kisser beschriebener 
Apparaturen eine Sterilisation im Unterdruck und nach anschlieBend 
mehrfachem Spiilen der Samen mit sterilem Wasser — zur restlosen 
Entfernung des Desinfektionsmittels — eine sterile Durchliiftung 
wahrend der Quellung erméglichte. 

Das Samenmaterial wurde zunachst in folgender Weise vorbehandelt : 


I. Unverletzte Samen wurden in einer Seifenlésung 5 min lang kraftig ge- 
schiittelt. (Bei Maiskérnern wurde vorher der Fruchtstiel mit einem Skalpell ent- 
fernt, da sich dieser hiufig als durch Pilze infiziert erwies. Dieselbe Beobachtung 
haben auch FrepEr u. a. gemacht.) 

2. Kraftiges Spiilen in flie8endem Wasser, 30 min. 

3. Atherbad, 45 sec. 

4, Erneutes Spiilen in flieBendem Wasser, 15 min, 
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5. Vorsterilisation in 0,1% Sublimat-Saponin-Lésung, 5 min im Vakuum. (Das 
Sublimat-Saponin-Gemisch wird wegen der oberflichenaktiven Wirkung von Rucr 
als Sterilisationsmittel empfohlen. Mit dieser Lésung allein konnte eine absolute 
AuBensterilitat jedoch nicht erreicht werden.) 


6. Nachspiilen mit Aqua dest. bis zur vélligen Beseitigung des durch das Saponin 
bewirkten Schéumens. 


_Danach erfolgte die eigentliche Sterilisation mit 0,75° Bromwasser. (Kin- 
wirkungszeit fiir Mais 5, fiir Erbsen 6 min.) 


7%oSubsimary 
losung FE 
is 


Abb. 1. Sterilisationsapparatur (Erklirung der Zeichen im Text). 


Die Sterilisationsapparatur ist in Abb. 1 dargestellt; der Arbeitsgang ist folgender: 
Die vorbehandelten Samen werden in das SterilisationsgefaB S tiberfiihrt, der Glas- 
schliff G@ mit Alkohol abgedichtet. Die fiir sich im Autoklaven sterilisierte Wasser- 
flasche W wird kurz vor dem Gebrauch an das T-Stiick 7’ angeschlossen. Nach der 
Verbindung des SterilisationsgefaBes S mit dem T-Stiick, dem Scheidetrichter B, 
der die Bromlésung enthalt, und der Woulfschen Flasche werden alle Glashahne bis 
auf Nr. 8 geéftnet. Das Bromwasser fiillt dann in etwa 40 sec die Apparatur S und 
die nichtsterilisierten Teile des Verbindungsstiicks zur Wasserflasche. Nach Auf- 
steigen des Bromwassers im Verbindungsrohr bis zu halber Hohe wird der Hahn 7 
geschlossen. Ist S bis etwa 2cm unter den Absaugestutzen mit der Bromlésung 
angefiillt, werden die Hihne 5 und 3 geschlossen und mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe 
ein Vakuum angelegt. Nach Beendigung der Sterilisationszeit wird 1 geschlossen 

1* 
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und 3 langsam geéfinet. Darauf wird auch 8 geéffnet und das abflieBende Brom- 
wasser in Natronlauge eingeleitet. Durch Bedienung der entsprechenden Glashahne 
und der Wasserstrahlpumpe wird darauf steriles Wasser in die Apparatur heriiber- 
gezogen und anschliefend — wie das Bromwasser — in die Lauge abgeleitet. Das 
Spiilen mit sterilem Wasser wird 5—l0mal durchgefihrt. Bei anschlieBender 
Durchliiftung der in dem sterilen Wasser quellenden Samen werden die Wasch- 
flaschen I und IT vor das Wattefilter der Wasserflasche W geschaltet und mit Hilfe 
der Wasserstrahlpumpe ein schwacher Luftstrom durch das SterilisationsgefaB ge- 
schickt. : 

Die Durchliiftung erwies sich als notwendig zur Verbesserung der Atmung und 
zur Beseitigung der wahrend der Quellung gebildeten Atmungskohlensaure, die in 
den auftretenden Konzentrationen die Keimung schadigt. Die Wirkung ist nach 
CHana und Loomis nicht lediglich auf O,-Mangel, sondern vielmehr auf eine 
toxische Wirkung von CO, auf das Plasma zuriickzufiihren. Auf die Notwendigkeit 
der Durchliiftung hat auch BURLET hingewiesen. 


Bei Erreichen der maximalen Quellung wurde die Durchliiftung beendet (bei 
Mais nach 2 Tagen, bei Erbsen nach 1 Tage). Die Samen wurden fiir das Auskeimen 
und gleichzeitige Uberpriifung auf AuBensterilitat in Prrri-Schalen iiberfiihrt; 
sterilisierte Maiskérner mit einer Platinnadel so geordnet, daB die Keimwurzeln in 
ein und dieselbe Richtung zeigten. Nachdem die Samen in eine etwa 3 mm dicke 
Agarschicht eingegossen waren, wurden die Prerri-Schalen in umgekehrter, schrag- 
gestellter Lage bei 28° C bebriitet. Die Agarschicht bestand aus einem Hefe-Pepton- 
Nahrboden folgender Zusammensetzung: Hefeautolysat; 0,594 Pepton; 0,5% NaCl; 
2% Agar; po = 7,2. 

Nach 2 Tagen keimten die Maiskérner und konnten fiir die eigentlichen Versuche 
entnommen werden. Die nur in Ausnahmefillen aufgetretenen Fremdinfektionen 
konnten schon nach einem, Tage auf dem fiir Pilze und Bakterien giinstigen Nahr- 
boden erkannt werden. 


Trotz der zuverlassigen Sterilisationsmethode waren mehrfach nach der 
Quellung ganze Ansitze, meist etwa 50—100 Erbsen bzw. Maiskérner, 
mit Bakterien infiziert. Aus verschiedenen Griinden erschien die Annahme 
berechtigt, daB der Fehler nicht in der Methode lag, sondern da&B in den 
betreffenden Fiillen Bakterien aus dem Innern der Samen frei geworden 
waren, die sich auf Kosten von Samenausscheidungen vermehrten 
[STILLE (2)] und dadurch die zuvor iuBerlich sterilen Samen infizierten. 
Denn Infektionen traten nur dann auf, wenn die Keimung schon wahrend 
der Durchliiftung einsetzte und die Keimwurzeln die Samen- bzw. 
Fruchtschale durchbrochen hatten. Wurde die Durchliiftung nach 
maximaler Quellung vor dem Durchbruch der Keimwurzeln beendet, 
so erwiesen sich die Ansitze normalerweise als steril. 


Um diesen Schwierigkeiten zu begegnen, wurde versucht, unter nichtsterilen 
Bedingungen vorgequollene Samen zu sterilisieren und nach der Sterilisation direkt 
in Perri-Schalen auskeimen zu lassen. Es konnte so eine absolute Oberflachen- 
sterilitét erreicht werden, doch war die Keimfahigkeit (bei Erbsen) um etwa 20% 
herabgesetzt. Daher wurde von dieser Methode weiter kein Gebrauch gemacht, weil 
fiir die Wurzel- bzw. Pflanzenkulturen méglichst ungeschadigte Samen verwendet 
werden sollten. Es mufte also fiir die Gewinnung steriler Samen jeweils auf recht- 
zeitige Beendigung der Durchliiftung und Quellung geachtet werden. 
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In diesem Zusammenhange sei bemerkt, daB auch bei Besitz der vollen Keim- 
fahigkeit die desinfizierten Samen gegeniiber unbehandelten leichter von Mikro- 
organismen tiberwuchert werden, wenn man sie unter nichtsterilen Bedingungen 
_ auskeimen lat. Das wird durch Herabsetzung der jeder Zelle mehr oder weniger 
eigenen Vitalinhibition! verursacht. Die 4uBersten Zellschichten des Samens werden 
bei dem Sterilisationsgang abgetétet und stehen den Mikroorganismen als Nahrstoff- 
quelle zur Verfiigung. Bei der in Abschnitt II beschriebenen Kulturmethode steril 
vorgezogener und anschlieBend beimpfter Pflanzen ist dieser Punkt besonders 
beriicksichtigt worden. Von Dotp wurde die Vitalinhibition mit Sterilisations- 
versuchen an Kartoffeln in sehr einfacher und tiberzeugender Weise demonstriert. 

Nach Abschlu8 der eigenen Untersuchungen wurden 2 von der Firma Henkel, 
Diisseldorf, hergestellte Verbindungen vom Typ quartarer Ammoniumsalze auf ihre 
Brauchbarkeit zur Sterilisation von Samen iiberpriift. Bei groBer Oberflaichen- 
aktivitat und gleichzeitig bactericider Wirkung erwiesen sich die Stoffe als gut 
geeignet. Es konnte volle AuBensterilitat schon bei Konzentrationen und Ein- 
wirkungszeiten erreicht werden, die weit unter der Grenze der Keimschadigung 
lagen, z. B. mit einer 1%igen Alkyl-dimethyl-benzyl-ammoniumchlorid-Lésung 
nach einer Kinwirkungsdauer von 10 min. 


Da sich die Aufzucht steriler Pflanzen mit der Frage der inneren 
Sterilitat von Samen als eng verkniipft erwiesen hatte, wurden folgende 
Versuche durchgefiihrt. 


Die innere Sterilitat von Samen und parenchymatischen 
Pflanzengeweben. 

Zur Frage der inneren Sterilitaét von Samen und Friichten liegen zahlreiche 
Untersuchungen vor. Uber das Vorkommen von Pilzen arbeiteten NrpTHAMMER und 
Marcus. Untersuchungen iiber den Gehalt an Bakterien sind mehrfach im Zu- 
sammenhang mit der Nachpriifung der vor allem von SCHANDERL gemachten 
Beobachtungen durchgefiihrt worden. Zusammenfassend hat dariiber Burcrk 
berichtet. Von neueren amerikanischen Autoren seien erwahnt: SANFORD, der im 
inneren Gewebe von Stamm und Wurzel bei Kartoffeln, Luzerne und Klee eine 
gemischte Bakterienflora fand und Terver u. Hotiis, die aus gesunden Speicher- 
organen Bakterien isolieren konnten. 

Abgesehen von einigen Versuchen, die der nochmaligen Uberpriifung 
der vor allem von SCHANDERL aufgestellten Behauptung iber eine 
Regeneration von ,,Bakterioiden“ aus Pflanzenzellen dienen sollten, war 
mit den im folgenden beschriebenen Versuchen die Klarung einiger 
spezieller Fragen beabsichtigt: 1. interessierte die Lokalisation der aus 
dem Innern von Samen zu isolierenden Keime, 2. deren quantitative 
Erfassung, 3. die Verhaltnisse in parenchymatischen Geweben und 4. das 
Vorkommen von Bacterium radicicola in Leguminosensamen. 


Methodik. 


Zur Durchfiihrung der Versuche wurde eine sehr einfache Methode entwickelt. 
Sie erlaubte es, das zu untersuchende Material, das in jedem Hinzelfall auf AuBen- 
sterilitat iiberpritft wurde, im gleichen GefaiB ohne Infektionsméglichkeiten zu 


1 Es ist damit die keimvermehrungshemmende Kraft gemeint, die lebende Zellen 
Mikroorganismen gegeniiber entfalten. 
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zerstoBen und somit die innere Sterilitaét oder Infektion einwandfrei zu ermitteln 
(Abb. 2). Der Arbeitsgang war bei allen Versuchen im Prinzip folgender: 

1. Die KulturgefaBe wurden mit der fiir die Isolierung der Bakterien vorgesehe- 
nen Nahrlosung bei 1,5 atii 44 Std autoklaviert. 

2. Das Samenmaterial wurde unmittelbar nach der Bromsterilisation und 
anschlieBendem Spiilen mit sterilem Wasser in die KulturgefaBe tiberfihrt. 

3. Das Bebriiten der Kulturen erfolgte eine Woche lang bei 25—30° C. DaB eine 
langere Zeit nicht notwendig war, ging aus den Versuchen von Burcrk hervor. Die 
eigenen Beobachtungen sprachen ebenfalls dafiir: kam tiberhaupt Bakterien- 
entwicklung in Gang, dann spatestens nach 3—4 Tagen!. 
Die infolge von Bakterienwachstum getriibten R6hrchen 
schieden fiir die weitere Untersuchung aus. Damit war 
auch die Frage einer unbedingt sterilen Uberfiihrung 
der Samen in die KulturgefafBe prinzipiell ohne Be- 
deutung. 

4. Die steril gebliebenen Réhrchen wurden mit einer 
Schraubklemme unterhalb des Wattestopfens abge- 
dichtet, das zu zerstoBende Material innerhalb des 
Gummischlauches (siehe Abb. 2) von auBen mit einem 
Hammer zertriimmert und der Gewebebrei in das 
Reagensglas zuriickgespiilt. 

5. Es erfolgte erneutes Bebriiten des zerstoRenen 
Materials, eine Woche lang bei 25—30° C und an- 
schlieBend die Priifung auf Sterilitaét durch AusgieBen 
des Réhrcheninhaltes in eine Prrri-Schale, in der eine 
Durchmischung und Verfestigung mit Nahragar durch- 
gefiihrt wurde. Waren aus dem Gewebebrei des zer- 
triimmerten Materials Bakterien frei geworden, muBte 
es zu einer Massenentwicklung kommen, da sich die 
Bakterien schon eine Woche lang in der Nahrlésung 
Abb. 2. Kulturgefii8 fiir Steri des Kulturréhrchens hatten vermehren kénnen (geeig- 

lititspriifung. nete Nahrboden-Verhiltnisse vorausgesetzt!). Die Bak- 
terienentwicklung wurde meist schon in den Réhrchen 
selbst, trotz der durch den Gewebebrei verursachten Triibung, erkannt. 

In Abhangigkeit von dem jeweiligen Versuchszweck wurde das oben beschriebene 
Arbeitsschema modifiziert. Die Art der verwendeten Nahrbéden und andere vom 
Schema abweichende Kinzelheiten sind bei dem betreffenden Versuch angegeben. 
Jede Versuchsserie wurde mit 50 KulturgefaBen angesetzt. Das untersuchte Erbsen- 
material stammte aus einer Ernte (Sorte: Griine Viktoria). 

Kontrollversuche ohne Samen ergaben — bei Anwendung der oben beschriebenen 
Manipulationen — fiir simtliche Kulturréhrchen Sterilitat. Damit wurde gezeigt, 
da das Autoklavieren auch an der Innenwandung des Gummischlauches volle 
Sterilitat gewihrleistet und die mechanische Bearbeitung ohne EinfluB ist. 


Durchgefiihrte Versuche. 
1. Ermittlung der Infektionsrate des untersuchten Materials. 


Voll keimfihige Samen wurden unmittelbar nach dem Sterilisationsvorgang in 
KulturgefaBe mit je 6m? gepufferter Bouillonnaihrlésung iiberfiihrt. Als Puffer 
wurde eine Citronensiure-Phosphat-Mischung nach McInvarne fiir ein Pu von 7,2 


' Einige mit Erbsen beschickte Réhrchen aus den ersten Versuchen dieser Art 
waren nach iiber einem Jahre noch steril! 


—— 
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verwendet. Die Pufferung erwies sich als erforderlich, weil bei dem ZerstoBen des 
Samens freiwerdende Sauren das py auf 5,5—5,8 absinken lieBen und damit die 
Bakterienentwicklung verzégerten. In ungepufferten Nahrlésungen kam es nach dem: 
Zertriimmern des Samens — im Falle einer Infektion — erst nach 2—3 Tagen und 
langer zu einer erkennbaren Triibung, wahrend gepufferte Nahrlésungen meist 
schon innerhalb von 24 Std zu starker Triibung fiihrten. 


Die Prifung auf Sterilitaét nach Punkt 5 des Arbeitsschemas erfolgte in 
der Weise, daB die Halfte des gut durchgeschiittelten Rohrcheninhalts 
mit Bouillon-Agar, die andere Halfte mit Glycerin-Agar nach Uscurnsky 
[aus JANKE (2), 8. 120] in Perri-Schalen iiberschichtet wurde. Auf diese 
Weise konnte gleichzeitig der Einflu8 des Nahrbodens tiberpriift werden. 
Unabhangig vom Substrat betrug die ermittelte Infektionsrate 34,5%. 

2. In dem von ScHAaNDERL angegebenen Bohnenwasser-Spezial-Nahr- 
boden wurde — genau wie im vorangehenden Versuch — die Infektions- 
rate bestimmt; sie betrug 37,5%. Die ,,Lésung der Symbiose“ erfolgte 
durch das von SCHANDERL empfohlene 15 min lange Kochen vor dem 
ZerstoBen. Die Sterilitatspriifung war in PEetrri-Schalen mit dem ent- 
sprechenden Bohnenwasser-Nahragar durchgefiihrt worden. 

Von einer ,,Regeneration von Bakterioiden“, der Grundlage der 
SCHANDERLschen Symbiosetheorie, war nichts zu bemerken. Ent- 
sprechende Versuche hatten bekanntlich bei ScHANDERL 100% ig zu 
Bakterienentwicklung gefiihrt. Durch die eigenen Ergebnisse werden nur 
die bereits von RippEL-BALDES (1), BuRcIK u. a. mitgeteilten Ergebnisse 
bestatigt. Auch in diesem Falle konnte gezeigt werden, da der Nahr- 
boden von untergeordneter Bedeutung ist, sofern dieser eine Entwicklung 
der im Sameninnern vorkommenden Bakterien tiberhaupt zulaBt. 

3. Zur Klarung der Frage, von wieviel Keimen des Sameninnern die 
Entwicklung ausging, diente folgender Versuch: 

50 Erbsen wurden nach gemeinsamem Sterilisieren in die Kulturréhrchen tiber- 
fiihrt, 25 davon sofort zerstoBen und die Sterilititspriifung des Gewebebreies 
unmittelbar darauf vorgenommen. Als Nahrlésung diente gepufferte Bouillon. Die 
Perri-Schalen wurden mit Cellophanstreifen abgedichtet, um Fremdinfektionen 
restlos auszuschalten. Nach 3 Tagen waren auf 8 Platten 1—2 Kolonien gewachsen; 
die anderen blieben auch nach weiterem Bebriiten steril. Die Infektionsrate betrug 
somit 32% (8 auf 25). Um die AuBensterilitat der hier benutzten Samen indirekt 2u 
beweisen, wurden die restlichen 25 Erbsen 7 Tage lang bebriitet. Es waren keine 
Infektionen zu beobachten. Daraufhin wurde auch dieses Material auf Bakterien- 


gehalt im Innern gepriift. Nach 3 Tagen konnte auf 10 Platten die Entwicklung von 
durchschnittlich 5—10 Kolonien beobachtet werden, was einer Infektionsrate von 


40% entspricht. 
Die immer wiederkehrenden Infektionsraten von 30—40% konnen als 


Stiitze fiir die Richtigkeit der Versuchsergebnisse angesehen werden. Da 
weiter je Samen — im Falle einer Infektion im Innern — nur bis zu 10 
Keime festgestellt wurden, kann es sich nicht um ein allgemeines Vor- 
kommen handeln, sondern nur um zufiillige Infektionen, wie sie auch 


Burcik nachgewiesen hat, 
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4. Die Frage der Lokalisation der Bakterien in der Erbse wurde mit 
folgendem Versuch geklart: 

Sterilisierte Erbsen wurden einen Tag lang unter steriler Durchliftung vor- 
gequollen. Die infolge der Quellung von den Kotyledonen gelockerte Samenschale 
wurde dann unter sterilen Arbeitsbedingungen abgelost und zusammen mit den dazu 
gehérenden Kotyledonen in die Bouillon-Kulturréhrchen tiberfiihrt. Nach 7 tagigem 
Bebriiten waren 20 von den angesetzten 50 Kulturréhrchen stark getriibt; das 
entspricht einer Infektionsrate von 40%. Die zur Entwicklung gelangten Keime 
konnen sich nur zwischen Kotyledonen und Samenschale aufgehalten haben, oder 
sie miissen durch Fremdinfektion wahrend der Manipulation in das Kulturréhrchen 
gelangt sein. Da die Infektionsrate von der erwarteten GroSenordnung war, kann 
jedoch Fremdinfektion weitgehend ausgeschlossen werden. Die steril gebliebenen 
30 Samen wurden zerstoRen, 7 Tage lang bebriitet und in der iiblichen Weise auf 
Sterilitat gepriift. 

In nur einem Fall trat Bakterienentwicklung ein (d. h. bei 39). Wegen 
dieses Befundes wurde eine entsprechende Wiederholung durchgefiihrt, 
bei der 4 von 35 Samen (d. h. 11,4%) nach dem ZerstoBen der auBerlich 
sterilen Kotyledonen zu Bakterienentwicklung fiihrten. 

Obwohl das Vorkommen von Bakterien auch im Gewebe der Kotyle- 
donen durchaus mit der Vorstellung der durch die Bliitennarbe erfol- 
genden Infektion des Sameninnern zu vereinbaren ist, zeigten die eigenen 
Ergebnisse, daB bei dem gréBeren Teil des untersuchten Materials die 
Bakterien zwischen Samenschale und Kotyledonen lokalisiert waren. 
Gelangen Bakterien — was von Burcrk nachgewiesen werden konnte — 
mit dem auswachsenden Pollenschlauch in den Nucellus der Samenan- 
lage, dann ist die Lokalisation leicht zu verstehen: Nach der Befruchtung 
wird das Nucellusgewebe resorbiert und zum Aufbau von Embryo und 
Kotyledonen verwandt. Die Bakterien werden vereinzelt von dem 
Kotyledonengewebe umwachsen, bleiben jedoch normalerweise auBerhalb 
des Embryos zuriick und gelangen schlieBlich zwischen die Kotyledonen 
und die sich aus den Integumenten bildende Samenschale; das Nucellus- 
gewebe wird bei den Leguminosen restlos resorbiert und ein Endosperm 
bzw. Perisperm nicht ausgebildet. Bei anderen Samen kénnen die Ver- 
haltnisse durchaus anders liegen. 

Die Tatsache, daB& auch die Oberfliiche der Samenschale — wie 
Burcrx bei Vicia Faba zeigen konnte — selbst bei steriler Entnahme aus 
den Hiilsen mit Bakterien infiziert sein kann, liBt sich durch die An- 
nahme erkliren, daB die Bakterien mit dem Pollenschlauch zum Teil nur 
bis in das Innere des Fruchtblattes gelangen und schlieBlich auf den 
Samen oder der Innenwandung der Hiilse verbleiben. 


Durch diese Ergebnisse wurde klar, warum Vorversuche zur sterilen Aufzucht von 
Erbsen in Wasserkultur — bei gleichzeitig 20—30 Samen je Kulturgefa8 — trotz 
auferlich einwandfrei steriler Samen und geeigneter Apparaturen miBlungen waren: 


Im Verlauf der Pflanzenentwicklung muBten die Bakterien zwangslaufig aus dem 
Sameninnern in die Kulturlésung gelangen. 
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5. Es interessierte die Frage, ob aus dem Innern von Erbsen Bacterium 
-radicicola zu isolieren war. 

Bei den bisher durchgefiihrten Versuchen hatte es allein schon wegen der Nahr- 
bodenverhaltnisse nicht erfa8t werden kénnen. Daher wurde der Versuch mit einem 
Spezialnahrboden angesetzt (nach Frep, Banpwin u. McCoy, Nitrat-Mannit- 
Nahrboden, S. 41). Der Arbeitsgang dieses Versuchs war wie bei den Versuchen 1 
und 2. Kin Kontrollréhrchen wurde nach dem ZerstoBen des Samens mit einer Rein- 


kultur von B.rad. beimpft und genau so weiterbehandelt wie die unbeimpften 
Samen. 


Nur die Kontrolle zeigte Entwicklung des Bakteriums. In allen anderen 
Fallen blieben die Platten steril. 

Ob nicht gelegentlich Bact. radicicola, wie andere Bakterien, bei der Befruchtung 
mit ,,eingeschleppt‘‘ werden kann, miiBte durch weitere Versuche dieser Art bei dem 
- verschiedensten Material erst noch sichergestellt werden. Ganz und gar unwahr- 
scheinlich ist es jedoch, daB sich in Leguminosensamen — wie es SCHANDERL dar- 
gestellt hat —normalerweise Millionen entwicklungsfahiger Keime befinden, und daB 


die Knéllchenbakterien aus dem Innern des Wurzelgewebes in die Knéllchen aus- 
wandern. 


6. Bei der Untersuchung von Pflanzengeweben auf ihre Sterilitét im 
Innern ist man bislang allgemein von Samen, Friichten und Speicher- 
organen ausgegangen. SCHANDERL hat aus den nicht bestatigten Ergeb- 
nissen, die mit Geweben dieser Art gewonnen wurden, auf entwicklungs- 
fahige Keime in allen pflanzlichen Zellen geschlossen. Abgesehen davon, 
da diese Verallgemeinerung nicht gerechtfertigt ist [siche Entgegnungen 
von RiIpPpEL-BaLpEs (2) und Burcrk], darf nicht vergessen werden, daB 
die untersuchten Speichergewebe nicht ohne weiteres mit parenchyma- 
tischen Geweben gleichzusetzen sind. Aufgabe des folgenden Versuches 
sollte es daher sein, auBerlich sterile parenchymatische Wurzel- und 
Stengelgewebe auf ihren Bakteriengehalt hin zu untersuchen, 

Von steril ausgekeimten Maiskérnern bzw. Erbsen wurden 2 cm lange Wurzeln 
oder etwa 1 cm lange Sprof8e abgeschnitten und nach erwiesener AuBensterilitat auf 
ihre Sterilitat im Innern gepriift. Das Ergebnis war folgendes: 

a) Eine Versuchsserie mit 50 KulturgefaBen und je 3—5 auBerlich 
sterilen Wurzeln ergab im Innern 100% ige Sterilitat. 

b) Die entsprechende Versuchsreihe mit auerlich sterilen Sprossen 
ergab ebenfalls im Innern 100% ige Sterilitaét. (Fir a und b wurde 
Bouillon-Nahrlésung verwandt.) 

c) Auch die Anwendung von Bohnenwasser und ,,Losung der Symbiose* 
— wie im Versuch Nr. 2, 8S. 7 — ergab fiir mehr als 100 gepriifte sterile 
Erbsenwurzeln im Innern 100% ige Sterilitit. 


7. Fiir das bei den spater beschriebenen Versuchen benutzte Mais- 
material wurde die Gesamtinfektionsrate in Bohnenwasser mit 25% 
ermittelt. 
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Diese Ergebnisse lassen die Schwierigkeiten erkennen, die einer absolut 
sterilen PAanzenkultur entgegenstehen. Bei den folgenden Untersuchun- 
gen konnten die gewonnenen Erkenntnisse weitgehend ausgenutzt werden. 


I. Die Beziehungen zwischen Mikroorganismen und in vitro kultivierten 
Pflanzenwurzeln. 


Nachdem Methoden fiir die Kultur abgeschnittener, isoliert wachsender Wurzeln 
entwickelt waren, haben KrassILNIKow (1) sowie KANDLER den Versuch gemacht, 
mit Hilfe dieser sogenannten Organkulturen die Beziehungen zwischen Mikro- 
organismen und Wurzeln zu untersuchen. Das Ergebnis kann wie folgt zusammen- 
gefaBt werden: Bei Anwesenheit von Bakterien in dem fiir die Wurzelkulturen 
notwendigen Substrat wird das Wachstum isolierter Wurzeln grundsatzlich unter- 
driickt. Bakterienfiltrat wirkt in starken Konzentrationen hemmend und soll in 
geringen Konzentrationen fordernde Wirkung zeigen. Nach KaNnDLER handelt es 
sich dabei um eine Heteroauxin-Wirkung. 


Eigene Versuche konnten diese Beobachtungen in gewissem Umfang 
bestatigen. Nach Beimpfung isoliert wachsender Maiswurzeln mit den aus 
der Maisrhizosphire isolierten Mikroorganismen wurde das Wurzel- 
wachstum in allen Fallen verhindert. 


Die Organismen wurden aus dem Wurzelbereich einer kurz vor der Bliite 
stehenden Maispflanze (Sorte Mahndorf) mit Hilfe des Kocuschen Plattenver- 
fahrens isoliert. Die Anwendung von Bouillon und Wiirze brachte naturgemaB eine 
Einschrankung der erfaBbaren Mikroorganismen mit sich. Auf die Einbeziehung von 
Spezialisten — wie z. B. Cellulosezersetzern und Anaeroben — wurde bewuBt ver- 
zichtet, um die Untersuchungen nicht zu komplizieren. Es wurden die nachstehend 
aufgefiihrten Organismen isoliert (Bestimmung nach BERGEY): 


Bakterien: 

B1 Achromobacter sp. B 8 Bac. laterosporus 

B2 Flavobacter sp. B 9 Bac. fulminans 

B3 Bac. adhaerens-Gruppe B10 Bac. circulans-Gruppe 
B4 Bac. mycoides B11 Bac. agri 

B5 Bac. elegans B12 Bac. funicularis 

B6 Bac. adhaerens-Gruppe B13 Bac. fusiformis (vermutl.) 
B7 Bac. brevis-Gruppe 

Proactinomyceten: Pilze: 

A 1 Proactinomyces sp. H 1 Candida sp. 

A 2 Proact. coeliacus P1 Penicillium sp. 


P2 Humicola sp. 
P3 Penicillium sp. 


Im folgenden werden nur die Stammbezeichnungen benutzt. 


Kinige Autoren — u. a. Isakowa u. SMrRNOWA — sind fiir eine spezifische Zu- 
sammensetzung der Rhizospharenflora eingetreten; hinsichtlich niederer Phyco- 
myceten vgl. RernBoupT. Andere Versuchsergebnisse sprechen dagegen und weisen 
auf eine Stimulierung der allgemeinen Bodenmikroflora im Bereich von Pflanzen- 
wurzeln hin (StriiE 1). Sicher wird weder das eine, noch das andere als Extrem 
verwirklicht sein. Die besonderen Verhaltnisse in Wurzelnahe bieten zwangslaufig 
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fiir gewisse Organismen besonders giinstige Entwicklungsméglichkeiten; anderer- 
seits wird man in der Rhizosphire nicht bestimmte Arten von Mikroorganismen 
erwarten konnen, die nicht auch im wurzelfreien Boden anzutreffen sind, sondern 
héchstens eine Anreicherung bestimmter Typen. Es wird auf diese Frage noch 
zurtickzukommen sein (8. 16). 

Die Wurzelkulturen wurden in der von WuirE angegebenen rein 
synthetischen Nahrlésung gezogen (je 25 cm in 100er E. K.). Der Zusatz 
von sterilem Bakterienfiltrat bewirkte eine deutliche Hemmung, die mit 
steigender Konzentration zunahm. Das zeigte folgender Versuch: B 10 
wurde auf dem von KAnDuLER benutzten Substrat 12 Tage kultiviert und 
anschlieBend steril filtriert ; das Filtrat in verschiedenen Konzentrationen 
der gleichen, aber unbewachsenen Nahrlosung zugesetzt und mit 1%, Agar 
Schragrohrchen fiir die Kultur abgeschnittener Wurzelspitzen hergestellt 
(vgl. Tab. 1). 

Um unter gleichen Bedingungen ein méglichst gleichmaBiges Wurzelwachstum 
zu erreichen, wurde — wie von BuRLET empfohlen — das Samenmaterial eines 


Maiskolbens (ohne die extrem groBen bzw. kleinen Kérner) verwendet. Es konnte so 
mit weitgehend einheitlichem Material gearbeitet werden. 


Tabelle 1. Wirkung von Bakterienfiltrat auf das Wachstum isolierter Maiswurzeln. 


Wurzel- Relative t 
zawachs W.-Linge peaeaia 
mm in % in % 
| 
peti aes Tae a een | 58 | 100 vai 
Filtratkonzentration in der Nahrlésung 1:10 . 32 55,2 44,8 
INO 55 25 43,1 56,9 


(Es handelt sich um Durchschnittswerte aus je 25 Kulturen.) 


Nach KanDteER soll allgemein Heteroauxin (H. A.) fiir die Hemmung 
verantwortlich sein. Seine Bildung durch Mikroorganismen, namentlich 
durch Schimmelpilze, ist mehrfach nachgewiesen worden [JANKE (1); 
ScHOPFER]. KANDLER nimmt nun an, da durch die relativ gute Ent- 
wicklung der Mikroorganismen in dem fiir Wurzelkulturen erforderlichen 
Substrat hohe Wirkstoffkonzentrationen auftreten, die das Wachstum 
hemmen. Im Boden soll dagegen infolge schwacherer Bakterienent- 
wicklung die Wirkstoffproduktion in der Regel auf Mengen beschrankt 
bleiben, die fiir die Wurzel forderlich sind. Bei den von KANDLER be- 
nutzten Bakterienstimmen wurde die H. A.-Bildung chemisch nicht 
nachgewiesen. 

Da wir vermuteten, daB nicht nur H. A., sondern auch andere Stoff- 
wechselprodukte fiir die beobachtete Wachstumshemmung verantwort- 
lich sein kénnten, wurden Versuche durchgefiihrt mit dem Ziel, das 
gebildete H. A. chemisch nachzuweisen. Dazu wurde zunachst 1 1 der von 
WuirtE angegebenen voll synthetischen Nahrlésung, der zur Verbesserung 
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der Wachstumsbedingungen noch 0,05%, Asparagin und 0,02% Ammo- 
nium-Lactat zugesetzt wurden, mit dem Bakterienstamm B 10 beimpft 
und bei 28°C in Durchliiftungskultur 12 Tage lang bebriitet. Starke 
Triibung der Nlsg. am Ende der Bebriitungszeit zeigte eine gute Bak- 
terienentwicklung an. Dann wurden fiir die Ermittlung der wachstums- 
hemmenden Wirkung dieser Nahrlésung bestimmte Mengen zu unbe- 
wachsener Wurrescher Nlsg. zugesetzt und Rohrchen fiir die Kultur 
abgeschnittener Wurzeln hergestellt. Insgesamt wurden 5 Serien mit je 
25 Reagensglasern vorbereitet, die die bewachsene Nlsg. in Konzen- 
trationen von 1: 10, 1 : 100, 1 : 1000 und 1 : 10000 enthielten. 


Die Réhrchen wurden bei 1,2 atii sterilisiert und mit steril gewonnenen 
Erbsenwurzelspitzen beschickt (durchschnittliche Linge 1 cm). Nach 
einer Kulturdauer von 12 Tagen (bei 28°C) ergaben sich die in Tab. 2 
verzeichneten Zuwachswerte : 


Tabelle 2. Wirkung von Bakterienfiltrat auf das Wachstum isolierter Erbsenwurzeln 


Zuwachs- Relative Hermwarte 
werte Wurzel- in 
mm linge in % an 8 
Kontrollom: aratra 01, SSSR Mec ums oct 33,0 100 = 
Bakterien-Nahrlésungen in Konzentration 
TRSL OMNES a eBre l, o en oaee re tae Tea Png 71,8 28,2 
LislOOisitetaie Sie ened ie. Weare et Ohi became 28,2 85,5 14,5 
LisklO00 tide ape tliih hs eee dd Sek ates, ee te le ole 94,5 | 5.5 
LL OOOO Freee ies ca Noftc tee Ras ot eres | 32,1 OF. ae) 2,7 


(Auch hier handelt es sich um Durchschnittswerte aus jeweils 25 Kulturen.) 


Bei einer Konzentration von | : 100 ergab sich somit noch eine deutliche 
Wachstumshemmung von 14,5%,. Da nach FrEpLEr reines H. A. in einer 
Konzentration von 10y im Liter auf isolierte Wurzeln wachstums- 
hemmend wirkt und nach GricER-HuBER eine férdernde Wirkung bei 
einer Konzentration von 3+ 10-! molar zu beobachten ist (0,01 y/em*® 
also hemmend und 0,005 y/em$ fordernd wirken), muBte in der getesteten 
Bakterien-Nlsg. auf Grund der bei 1: 100 beobachteten Hemmung die 
hundertfache Menge im em’, also 1 y/em® erwartet werden. Fiir den 
chemischen Nachweis standen 600 cm? Nisg. zur Verfiigung, in denen 
demnach etwa 600 y H. A. enthalten sein muBten. 

Fir die Analyse wurde die von MrrcHELL u. BRUNSTETTER angegebene 
Ferrichlorid-Schwefelsiiure-Reaktion benutzt. Das H.A. wurde aus 
saurer Lésung mit Ather extrahiert, auf 10 em? eingeengt und mit 2 n- 
Sodalésung ausgeschiittelt. Mit diesem Konzentrat wurde die Reaktion 
angestellt. Die Empfindlichkeit mit reiner H. A.-Lésung war zu 10 bis 
50 y/em? ermittelt worden. 
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In einem Vorversuch konnten 100) H. A., die zu 600 cm? ent- 
sprechender Nisg. zugegeben waren, nach dem angegebenen Verfahren 
eindeutig nachgewiesen werden. Die auf Wurzelkulturen hemmend 
wirkende Bakteriennahrlésung, in der etwa 600 y zu erwarten waren, 
ergab jedoch eine negative Reaktion. Das Ergebnis zeigt, daB — zu- 
mindest bei dem untersuchten Stamm — Heteroauxin nicht als Ursache 
fiir die Wachstumshemmung der isoliert wachsenden Wurzeln in Frage . 
kommen konnte, sondern irgendwelche anderen Stoffwechselprodukte 
unbekannter Natur dafiir verantwortlich gemacht werden miissen. 

DaB8 die an isolierten Wurzeln gewonnenen Ergebnisse ganz allgemein 
nicht auf die Wurzeln ganzer Pflanzen iibertragen werden kénnen, 
geht eindeutig aus dem folgenden Versuch hervor: Wurde dasselbe 
Bakterienfiltrat (wie bei den Wurzelkulturen 8. 11) in den entsprechen- 
den Konzentrationen sterilen Pflanzenkulturen! zugegeben, so erreichten 
die Wurzellingen bei einer Kulturdauer von 12 Tagen folgende Durch- 
schnittswerte (Tab. 3): 


Tabelle 3. Wirkung von Bakterienfiltrat auf das Wachstum von Wurzeln steriler 
Pflanzenkulturen (Mais). 


Zuwachs- Relative 
wert Wurzel- Eepeayert 
em lange in % in % 
ICOTUEOUCH ated teusce bot hooey tis Kel cocks ts 21 100 — 
TERT SE i lel hi, celal simadiyh sa, yal lary Mibcer tales est 18 85,7 14,3 
TUG EA ON Cie eee OR MOR eg wo.) a eas 14 66,7 oso 


Die Hemmwerte waren bei den sterilen Pflanzen somit betrachtlich 
geringer als bei den entsprechenden Wurzelkulturen (S. 11). Die Schadi- 
gung isolierter Wurzeln durch Bakterienstoffwechselprodukte ist also 
bedeutend groBer. 

Die mit Wurzelkulturen durchgefiihrten Versuche — und das be- 
weisen meines Erachtens alle bisherigen Ergebnisse — sind ungeeignet, in 
die Verhaltnisse der gegenseitigen Beeinflussung von Mikroorganismen 
und Pflanzenwurzeln einen Hinblick zu erméglichen. Bei den gegebenen 
Nahrbodenverhialtnissen ist auch nichts anderes zu erwarten, weil das 
Substrat in gleicher Weise fiir die Entwicklung von Pilzen und Bakterien 
gut geeignet ist. Es kommt zu einer Massenentwicklung der Mikro- 
organismen, die zwangslaufig zu einer Schadigung der Wurzel fihrt, sei es 
nun durch H. A., irgendwelche anderen wirksamen Stoffwechselprodukte, 
durch Nihrstoffentzug oder noch andere Faktoren. 

Es sei erwihnt, da® sich eine getrennte Versorgung der isoliert 
wachsenden Wurzeln mit den erforderlichen organischen und mineralischen 


1 Die Methode der sterilen Pflanzenkultur wird erst im nachsten Abschnitt be- 
schrieben. 
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Nahrstoffen grundsitzlich als méglich erwies (siehe Abb. 3), daB durch 
die Beimpfung des nur mit Salzen versorgten Wurzelteiles jedoch gleich- 
falls keine geeigneten Verhiltnisse gegeben waren, um die Beziehungen 
zwischen Mikroorganismen und Pflanzenwurzeln aufzukliren. Aus diesem 
Grunde sei hier auf eine nahere Beschreibung der Versuche verzichtet 
(siche Anm. 8. 1) und gleich zu den mit sterilen Maispflanzen durch- 
. gefiihrten Untersuchungen tibergegangen. 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. Wurzelkultur bei getrennter Versorgung mit organischen und mineralischen Niihrstoffen 
(schematisch). Die Beimpfung erfolgte in dem rein mineralischen Bereich, der durch einige Milli- 
meter Zwischenraum von den organischen Niihrstoffen getrennt war. 


Abb. 4. Anordnung fiir die Uberfiihrung des beimpften Mineral-Agars in die KulturgefiBe. 


II. Das Verhalten von Mikroorganismen in sterilen Pflanzenkulturen. 
1. Die Entwicklung von Mikroorganismen in der Rhizosphiire. 

Wie die Versuche iiber innere Sterilitat gezeigt haben, kann diese einem 
aiuBerlich sterilen Samen nicht angesehen werden. Da andererseits die 
Keimwurzel — bei Maiskérnern unter dem Schutz der Coleorhiza — aus 
dem Innern normalerweise steril austritt (die Gewinnung steriler Wurzeln 
fiir Organkulturen wiire sonst auch gar nicht méglich!), muBte bei den 
Pflanzenversuchen dafiir gesorgt werden, dai der Same méglichst ohne 
Berithrung des Substrats lufttrocken gehalten wurde, so daB sich bei 
Nichtbeimpfung ein absolut steriles Wurzelsystem entwickeln konnte. 
Das lieB sich in einem 1% igen Mineralagar erreichen: Bei der Uber- 
fiihrung der gekeimten K6rner wurden die 1—2 cm langen Wurzeln nur 
etwa bis zu halber Liinge in den Agar eingedriickt; das Maiskorn selbst 
blieb ohne Berithrung mit dem Substrat. Auf diese Weise wurde gleich- 
zeitig der KinfluB der Samenausscheidungen[ STILLE (2)] ausgeschaltet und 


a 
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eine Ubervermehrung der eingeimpften Organismen, wie sie auf sterili- 
sierten Samen allgemein zu beobachten ist, verhindert. Als Impfmaterial 
dienten die aus der Maisrhizosphire isolierten Organismen. 


Die Versuche wurden so angestellt, da sich das Wurzelsystem in einem gleich- 
maBig beimpften Substrat entwickeln muBte. Der Versuchsgang war folgender: 


1. Kine gleichmaBige Verteilung der Organismen wurde dadurch erreicht, daB der 
fiir die Pflanzenkultur vorgesehene Mineralagar fiir sich sterilisiert, mit einer Auf- 
schwemmung des betreffenden Organismus gut durchgemischt und vor dem, Er- 
starren in das sterile KulturgefaiB tiberfiihrt wurde. Hierzu dienten grofe Reagens- 
glaser von 182 cm, die mit dem beimpften Nahrboden bis nahezu an den Rand 
gefiillt wurden (siehe Abb. 4). 


Abb 5. Anreicherung von B6 (Bac. adhaerens- Abb. 6. Anreicherung von B9 (Bac. fulminans) in 
Gruppe), 7 Tage alte Maiskultur, Ubersichts- 12 Tage alter Kultur. In der Mehrzahl vegetative 
bild. Beiabgestorb. Rindenzelle. Vgr.285 x. Zellen, z.T. wieder versport. Vgr. 360. 


2. Die gekeimten, auBerlich sterilen Maiskorner wurden unter sterilen Be- 
dingungen in die KulturgefaBe tiberfiihrt. 

3. War der Spro8B bis unter den Stopfen gewachsen, wurde der Aufsatz (Abb. 4!) 
abgezogen, die Watte fest angedriickt und mit einem Gummiband eine eventuelle 
Lockerung der Watte verhindert. Auf diese Weise wurden sekundare Infektionen des 
‘Wurzelsystems ausgeschlossen, wihrend sich der Spro8 auBerhalb des KulturgefaBes 
entwickeln konnte. 

Als Substrat diente ein 1% iges Mineralagar (aus Knop- u. AZ-Lésung), das heiB 
durch Watte filtriert wurde, um ein optisch klares Medium zu gewinnen. Bei der 
Mehrzahl der Versuche wurde ausgefaultes Agar verwendet, da dieses nahezu nahr- 
stoffrei ist und deshalb eine Nahrstoffwirkung auf die Mikroorganismen aus- 
geschlossen werden konnte. Beimpft wurde mit 3—4 Wochen alten Pilz- u. Bakte- 
rienkulturen. In etwa 10—14 Tagen hatte sich das Wurzelsystem der jungen Mais- 
pflanzen kraftig entwickelt, die SproBlangen betrugen 30 cm und mehr. 


Das Verhalten der eingeimpften Mikroorganismen an den Pflanzen- 
wurzeln wurde wihrend der Kulturdauer, die meist nach 14 Tagen be- 
endet wurde, laufend mikroskopisch verfolgt. Die Abb. 5—7 zeigen Ver- 
haltnisse im Bereich der Wurzelhaare, wie man sie regelmaBig antrifft. 
Die Organismen an den Wurzeln konnten direkt im Kulturgefa mikro- 
skopisch beobachtet werden. 
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Die Mikroaufnahmen der Abb.5 und 6 wurden auf diese Weise hergestellt, wahrend 
fiir die Abb. 7a und 7b das gesamte Agar mit dem Wurzelsystem vorsichtig aus dem 
Reagensglas herausgezogen wurde und 1—2 mm dicke, Wurzeln enthaltende Agar- 
scheibchen als Praparate dienten. Diese wurden nicht gefarbt, um eine eventuelle 
Veranderung in der Lokalisierung der Organismen zu verhindern. Unter diesen 
Voraussetzungen konnten aus phototechnischen Griinden, insbesondere bei starken 
VergréBerungen, keine sehr scharfen Aufnahmen erhalten werden, dafiir aber um so 
zuverlassigere. 


In Abb. 5 ist eine freiliegende, abgestoBene Rindenzelle zu erkennen 
(durch — bezeichnet); man sieht, daf} um sie keine besonders intensive 


Abb. 7a. Anreicherung von B6 an sehr jungen Abb. 7b. Fortgeschrittenes Stadium in derselben 
Wurzelhirchen, 7 Tage alte Kultur. Vergr. 560 x. Kultur. Vergr. 560. 


Anreicherung zu beobachten ist. Auch Liyrorp hat bei abgestoBenen 
Calyptra- u. Rindenzellen dieselbe Feststellung gemacht. Das spricht 
dafiir, das die Anreicherung von Bakterien nicht allein von der Zersté- 
rung und Ausnutzung von totem oder absterbendem Zellmaterial abhangt. 
Die Abb. 7a und 7b zeigen fortlaufende Entwicklungsstadien in derselben 
Kultur. 


Aus zahlreichen Beobachtungen ergab sich fiir das Verhalten der 
Organismen an ‘den Wurzeln der Maispflanzen folgendes Bild: Fiir die 
Anreicherung waren in quantitativer Beziehung alle Uberginge vertreten, 
von der praktisch fehlenden Vermehrung bis zu einer teilweise schon 
makroskopisch erkennbaren Entwicklung. Unter den gegebenen Kultur- 
bedingungen war eine gleich intensive Vermehrung fiir alle Stiimme auch 
nicht zu erwarten, da bekanntlich bei gleichen Ernahrungsbedingungen 
infolge der verschiedenen Anspriiche der Organismen auch das Wachstum 
unterschiedlich ist. Bis auf den Stamm B8 (Bac. laterosporus) ver- 
mehrten sich alle Organismen mehr oder weniger gut unter dem EinfluB 
der Wurzeln in einer an organischen Nihrstoffen freien Umgebung. 
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An den alteren Wurzelpartien war die Anreicherung am ausgeprig- 
testen, doch auch an jiingsten Wurzelteilen, insbesondere an den in der 
Entwicklung stehenden Wurzelharchen, konnte eine lokale Vermehrung 
der Mikroorganismen beobachtet werden (vgl. Abb. 7a u. 7b), wie sie 
auch STARKEY (1), Linrorp sowie WALLACE u. LocuHEaD fiir die Ver- 
haltnisse der natiirlichen Rhizosphare angegeben haben. 

Selbst bei starker Vermehrung der Organismen im Wurzelbereich 
machten die Pflanzen einen ungeschidigten Eindruck. Eine Ausnahme 
war bei den Pilzen P 1 u. P 3 (beide Penicillium-spec.) zu beobachten, die 
eine starke Entwicklungshemmung der Pflanze verursachten. Der Grad 
der Schadigung stand mit der Einsaatmenge in Beziehung. P 2 (Humicola 
spec.) zeigte dagegen keine parasitiren Ziige und entwickelte sich auch 
nur sehr schwach im Wurzelbereich. 

Es ist bekannt, daB unter den besonderen Bedingungen der Reinkultur Myco- 
rhiza-Pilze, infolge der Stérung des sonst durch die natiirlichen Verhaltnisse 
geregelten Gleichgewichts, zu einseitigen Parasiten werden. Nach WINTER (1) 
handelt es sich um eine Steigerung der Aktivitat, die durch die fehlende Konkurrenz 
der iibrigen Bodenorganismen bedingt ist. Auch véllig neutrale Pilze kénnen in 
Reinkultur zu Parasiten werden. Die Rhizospharenorganismen scheinen im Boden 
die Entwicklung und Angriffskraft dieser Pilze zu schwachen und so den Parasitis- 
mus zu verhindern. Wahrscheinlich ist der Abbau die Pflanze schadigender Stoff- 
wechselprodukte in die Verhaltnisse mit embezogen. 

DaB die quantitativen Unterschiede in der Anreicherung mit den 
verschiedenen Ernahrungsanspriichen der Mikroorganismen zusammen- 
hangen, konnte in weiteren Versuchen gezeigt werden. Die Entwicklung 
auf einem Mineral-Glucose-Nahrboden! und auf einem weiteren rein 
synthetischen Substrat? boten deutliche Parallelen. Danach vermehrten 
sich — unter diesen Versuchsbedingungen! — die Organismen mit den 
geringsten Ernahrungsanspriichen am starksten in der Rhizosphare. 
Die auf rein synthetischem, wirkstoffreiem Substrat schlecht wachsenden 
Mikroorganismen entwickelten sich dagegen auch relativ sparlich im 
Bereich der Wurzeln. Obwohl die gewonnenen Ergebnisse infolge der 
komplexen Bedingungen im Boden nicht ohne weiteres auf die natiir- 
lichen Verhaltnisse iibertragen werden kénnen, erscheint die Folgerung 
berechtigt, daB durch die Tatigkeit der jungen Wurzelhaare nur fiir 
Mikroorganismen mit einfachen Ernahrungsanspriichen gute Entwick- 
lungsméglichkeiten geboten werden, fiir Organismen mit komplexen 
Anspriichen jedoch erst durch den Abbau abgestorbenen Pflanzen- 
materials und die ,,Zusammenarbeit“ aller beteiligten Organismen. Im 


1 1000 cm? Aqua dest.; 10 g Glucose; 0,4 g KNO3; 1 g K,HPO,; 5 g NaCl; 0,2 g 
MgSO, : 7 H,O; 0,5 g (NH,)H,PO,. pa = 7,2. 

2 1000 cm? Aqua dest.; 10 g Mannit; 2 g Asparagin; 3 g Ammon.-Lactat; 0,2 g 
KNO,; 0,2 g MgSO, -7 H,O; 0,3 g K,HPO,; 0,2 g NaCl; 0,1 g CaSO,; 3 g CaCOg. 
PH 6.8. 


Archiy fiir Mikrobiologie, Bd. 17. 2 
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Boden sind diese Vorgange nicht voneinander zu trennen, laufen neben- 
einander ab und machen das Geschehen in jeder Hinsicht kompliziert. 


2. Wachstums-Anomalien von Wurzelhaaren unter der Wirkung 
von Bakterien. 

Bei der Durchfiihrung der vorher beschriebenen Versuche wurde eine 
Beobachtung gemacht, die zu einer Reihe weiterer Untersuchungen 
AnlaB gab. Bei Beimpfung mit B10 (Bac. circulans-Gruppe) — in 
geringerem Umfang auch mit 
B 13 (Bac. fusiformis?) — 
traten mehr oder weniger haufig 
gabelformige Verzweigungen 
an den Wurzelhaaren auf 
(Abb. 8). Da die Beobachtung 
regelmaBig gemacht werden 
konnte und sich auferdem 
diese beiden Stamme im 
Wurzelbereich am_ stirksten 
vermehrten, wurde an eine 
spezifisch stoffliche Wirkung 
Abb. 8. Gabelbildung RS iraaciieaeen! von Mais bei der Bakterien gedacht, zumal 
Beimpfung mit B10 (Bac. eirculans-Gruppe). Vergr. eine formative Beeinflussung 

ete der Wurzelhaare auch durch 
Knoéllichenbakterien bekannt ist. Um einen solchen EinfluB fassen zu 
k6nnen, wurden die Versuche mit sterilen Maiskulturen und Zusatzen von 
Bakterien-Filtrat (bzw. anderen Lésungen) durchgefiihrt. Die Einzel- 
heiten gehen aus der Tab. 4 hervor. 


Die Kulturen wurden mit 1%igem Knop-Agar (py = 5,7) angesetzt und er- 
hielten jeweils (zu 30 cm’) einen Zusatz von 2 cm’ der unten angegebenen Lésungen. 
Das Bakterienfiltrat wurde mit B10 auf N. B. IT (siehe Anm. 2, $8.17) nach 
12tagiger Kulturdauer gewonnen. Jeder Versuch wurde mit 5 Parallelen angesetzt. 


Tabelle 4. Wirkung von Bakterienfiltrat auf Wurzelhaare von Mais. 


Zusatz von: Aussehen der Wurzelhaare: 
‘ ‘e 5 . | 
1. Bakterien-Filtrat, steril filtriert, normal 
nicht eingeengt | 
2. dieselbe Nahrlésung, steril, jedoch normal 


unbewachsen 


3. wie unter I, aber bei 60° C auf 1:10) zum Teil deformiert und Gabelbildung 
eingeengt 


4. wie unter 2, auf 1: 10 eingeengt wie unter 3, jedoch tiberwiegend normal 

5. wie unter 2, auf 1: 50 eingeengt abnorm verdickt und stark deformiert; 
Wurzelwachstum gehemmt 

6. Sterile Kontrollen bis auf vereinzelt auftretende Ansitze zu 


Ausbuchtungen ausschlieBlich normal. 
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Die Versuche fiihrten zu dem Ergebnis, daB Anomalien der Wurzel- 
haare sowohl bei Zusatz von bewachsenen als auch unbewachsenen 
Bakteriennahrlésungen auftreten, daB die Nahrlésung also bei ent- 
sprechender Konzentration (4 u. 5) schon fiir sich allein Deformationen 
an den Wurzelhaaren verursacht. Unter diesen Umstiinden mu8 ein 


Tabelle 5. Wirkung von reinen Néhrlésungen auf Wurzelhaare von Mais. 


Knop-N.lsg. | Bouillon 


Nr. in % in % Wurzelhaare 

Ils 75 25 verdickt, zahlreiche Ausbuchtungen 

2. 50 50 stark deformiert (Abb. 9), Wurzel stark ver- 
dickt und Wachstum gehemmt 

3. 25 75 nur wenige, vollig deformierte W. H., Wurzel- 
wachstum, stark geschadigt. 

4. —- 100 gar kein Wachstum der Wurzel 


spezifisch wirkendes Stoffwechselprodukt des Bacteriums ausscheiden. 
Zumindest mu angenommen werden, daB derartige Wachstums- 
storungen ebensogut durch die in der Nahrlésung vorhandenen Sub- 
stanzen wie durch Bakterienstoffwechsélprodukte verursacht werden 
konnen. Die in Tab. 5 zusammengestellten Ergebnisse sind ein weiterer 

Beweis fiir diese Annahme. Mit verschie- 


ea denen Pepton-Konzentrationen wurden 

67? entsprechende Ergebnisse erzielt. 

eg 2 Da in den vorangehenden Versuchen eine 

£ a ae oem -  stoffliche Wirkung von seiten des Bacte- 
nN Sy fae oad riums nicht nachgewiesen werden konnte, 


wurden andere Faktoren variiert und die 
Beziehungen zum Wachstum der Wurzel- 
haare gepriift. Dabei ergab sich, daB 
Anderungen des py-Wertes in Fliissigkeits- 
kulturen im Bereich von 2,6—9,5 ohne 

en EinfluB auf die Gestalt der Wurzelhaare 
rage Pome ead arises Ga waren. Verschiedene Agarkonzentrationen 
pei 50%iger Bouillon-Kultur (Tab.5 bei gleichem py-Wert (6,0) jedoch fiihrten 

EID NHS ses So im Bereich von 0,6—0,65% zu starker De- 
formation der Wurzelhaare, insbesondere zu Gabelbildungen. In den an- 
grenzenden Konzentrationen traten leichte Ausbuchtungen an den Wurzel- 
haaren mehr oder weniger haufig auf, in ganz niedrigen und hohen Konzen- 
trationen wurden dagegen fast ausnahmslos normale Harchen beobachtet. 
Damit ergab sich als Ursache fiir das Auftreten verzweigter Wurzelhaare 
infolge Beimpfung eine weitere Moglichkeit. Die sich im Wurzelbereich 
O* 
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stark vermehrenden Bakterien B 10 u. B 13 kénnten in Wurzelnahe eine 
Konsistenzminderung des Agars — von etwa 1% auf 0,6° — verursacht 
und damit die Bedingungen hergestellt haben, die fiir die beobachteten 
Anomalien verantwortlich sein k6nnten. 


In alteren Arbeiten wurde bereits iiber ahnliche Beobachtungen berichtet 
(Zusammenfassung bei Kiister). Danach ist die harmonische Gestaltung von 
Organen und Organteilen sowie die Konstanz der Formen, die nur Raum fiir eine 
geringe Variationsbreite laBt, ganz allgemein als die Wirkung von Korrelationen zu 
betrachten. Demgegeniiber muB die Produktion regelloser Formenmannigfaltigkeit, 
durch die pathologische Zellen und Gewebe ausgezeichnet sind, als Wirkung 
gestérter Korrelationen angesehen werden. Hierher gehort auch die Formen- 
mannigfaltigkeit der in ihrem Wachstum gestérten Wurzelhaare, Pilzhyphen und 
Pollenschlauche, fiir die im Prinzip dieselben Wachstumsgesetze gelten. Normaler- 
weise sind sie zylindrisch und zeigen Spitzenwachstum. Es wachsen die auBersten 
Teile der halbkugeligen Membrankuppe und die an der Spitze liegenden Membran- 
partien am intensivsten. Werden die Regulationen, die die Wachstumsintensitat in 
den einzelnen Membranzonen steuern, durch irgendwelche Faktoren gestért, dann 
resultieren nicht mehr zylindrische Gebilde, wie bei der normalen Ontogenese, 
sondern die verschiedensten unregelmaiBigen Formen. Mit verdiinnter Sublimat- 
lésung erhielt man Anomalien an Wurzelhaaren, die in ihrem Aussehen den bei 
50% iger Bouillon-Konzentration beobachteten Veranderungen ganz entsprechen 
(Kister, S. 297). In allen Fallen beruhen die Anomalien auf dem Erléschen der 
Tatigkeit normaler Wachstumszentren oder auf der Neubildung von Wachstums- 
herden. ; 


K@tstrer gibt als Ursache fiir die hier besprochenen pathologischen 
Veranderungen Schwankungen der Temperatur, osmotische Einfliisse, 
Gifte und selbst mechanische Druckeinwirkung an. Es ist also sehr wahr- 
scheinlich, da es sich nicht um eine spezifische stoffliche Bakterien- 
wirkung gehandelt hat, weil das Auftreten von Gabelbildungen u. a. 
Anomalien auch durch verschiedene andere Faktoren verursacht werden 
kann. 


Ill. Zur Frage organischer Wurzelausscheidungen. 


Die Frage der aktiven Wurzelausscheidung organischer Stoffe hat neben Pflan- 
zenphysiologen auch Mikrobiologen interessiert. Die Literatur zeigt aber, daB sie, 
soweit sie sich auf die Rhizosphire bezieht, noch weitgehend ungeklart ist. Uber die 
bis 1937 erschienenen Arbeiten hat Lonaw1NG zusammenfassend berichtet. Beziig- 
lich neuerer Ergebnisse sei auf RetnBoLpT verwiesen. Man findet unter Wurzel- 
ausscheidungsstoffen praktisch alle die Stoffe angegeben, die allgemein in lebenden 
Pflanzenzellen anzutreffen sind: z. B. organische Sauren, Pyridin-Derivate, Amino- 
siuren, Nucleotide, Alkaloide, verschiedene Zucker, eine Anzahl von Enzymen u. a. 
mehr. Meist ist aus den Angaben nicht klar zu ersehen, wie die Abscheidungs- 
produkte gewonnen wurden. Von gréfkter Wichtigkeit fiir eine kritische Beurteilung 
der Verhiltnisse scheinen uns jedoch folgende Feststellungen zu sein: 1. Nach 
Russe ist mit einer Sekretion von toxischen Substanzen in gut durchliifteten 
Béden nicht zu rechnen. 2. Srokiuasa konnte eine Ausscheidung organischer Sauren 
nur unter O,-Mangel beobachten. 3. Srentip hat 1947 unter nichtphysiologischen 
Bedingungen — Hemmung des Spro8wachstums, Unterdriickung der Atmung u. a. 


— fiir einige untersuchte organische Stoffe eine starke Ausscheidung nachweisen 
konnen, 
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Ob unter normalen Wachstumsbedingungen diese Stoffe durch 
Sekretion in das umgebende Medium iibertreten, ist damit zumindest 
sehr fraglich. 

Ks sind in erster Linie methodische Schwierigkeiten, die der Klirung 
der aktiven Stoffabscheidung lebender Wurzelzellen entgegenste- 
hen. Untersuchungen am natiirlichen Standort sind aus einleuchtenden 
Griinden nicht durchfiihrbar. Auch wird es schwer zu entscheiden sein, ob 
die abgefaBten Stoffe wirklich durch aktive Sekretion oder durch Auto- 
lyse abgestorbener Wurzelzellen freigeworden sind. Soll der Hinflu8B von 
Mikroorganismen ausgeschaltet werden, vergroRern sich die methodischen 
Schwierigkeiten wegen der Notwendigkeit einer sterilen Aufzucht der 
Pflanzen noch erheblich. Es erscheint unter diesen Gesichtspunkten 
zweifelhaft, ob tiberhaupt mit den zur Zeit gegebenen Methoden die 
Verhialtnisse, die fiir Pflanzen unter natiirlichen Bedingungen gelten, 
eindeutig zu klaren sind. 

DaB die beobachtete Organismen-Anreicherung in der Rhizosphiare, die 
ohne Abbau und Zerst6rung der Wurzeln erfolgt, eine standige Ver- 
sorgung der Mikroorganismen mit organischen Stoffen voraussetzt, wurde 
schon erwahnt (S. 17). Absterbende, abgeloste Wurzelteile — z. B. Corti- 
eal- und Calyptrazellen oder tote Wurzelhaare — werden entscheidend 
daran beteiligt sein. Andererseits spricht die in den eigenen Unter- 
suchungen beobachtete lokale Anreicherung um junge, noch in der 
Entwicklung befindliche Wurzelhaare, die StarKEY (2) sowie Linrorp 
auch bei Pflanzen unter natiirlichen Verhadltnissen beobachten konnten, 
fiir eine Sekretion organischer Stoffe. 

Von West u. LocuHnap wurde die Ausscheidung von Aneurin, Biotin und 
Aminosauren als Ursache des ,,Rhizosphareneffekts*1 angegeben. Da derartige 
Stoffe auf die Mikroflora einen Einflu8 ausiiben kénnen, ist verstandlich, unabhaingig 
davon, ob sie tatsichlich aus lebenden Zellen ausgeschieden oder aus abgestorbenen 
Wurzelzellen frei werden. Sie bewirken als Wachstumsfaktoren eine Stimulierung 
der in dieser Beziehung heterotrophen Organismen, kénnen jedoch nicht allein die an 
jiingsten Wurzelhaaren zu beobachtende Vermehrung der Mikroorganismen 
erklaren. 

Priifung der Umgebung steril kultivierter Pflanzen auf Aneurin-Aus- 
scheidung (mit Hilfe des Phycomyces-Testes) und auf Sekretion von 
Aminosaiuren (mittels der Ninhydrin-Reaktion) verlief bei eigenen Ver- 
suchen vollig negativ. Demgegeniiber lieS sich nachweisen, dafs aus der 
Rhizosphire von Mais isolierte Bakterienstamme von der Versorgung mit 
Aneurin weitgehend unabhangig waren und zum Teil betrachtliche 
Mengen von Aneurin synthetisierten. Da nun eine Wachstumsforderung 


1 Unter dem ,,Rhizosphareneffekt“ wird nach KaTzNELson der Rhizospharen- 
Boden- Quotient verstanden, d.h. die Anzahl der Mikroorganismen in der Rhizo- 
sphire dividiert durch die Anzahl der in einiger Entfernung von der Wurzel 
beobachteten Mikroorganismen. 
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der Pflanzen durch Aneurin verschiedentlich nachgewiesen worden ist 
und die giinstige Wirkung des Stallmistes nach Apprcorr zum Teil auf 
den hohen Gehalt an Vitamin B, zuriickgefiihrt wird, ist eher mit einer 
Aneurin-Wirkung auf die Pflanze zu rechnen als umgekehrt. Bekannt ist. 
daB Bodenmikroorganismen auch andere wachstumsfordernde Sub- 
stanzen bilden kénnen (BROWN, THOMPSON u. a.). So sollen nach BROWN 
fiir das Auskeimen bestimmter Samen wachstumsférdernde Stoffe, die 
von Mikroorganismen gebildet werden, von Bedeutung sein. 

Beim Auskeimen auBerlich steriler Samen in Perri-Schalen habe ich 
hiufig die Beobachtung gemacht, daB Wurzelspitzen, die das Glas 
berithrten, durch eine Schleimschicht mit der Wandung verklebten, 
obwohl die mikroskopische Beobachtung absolute Sterilitat erwies, und 
damit Schleimbildung durch Bakterien ausscheiden muBbte. Die gleiche 
Beobachtung konnte ich bei den unter sterilen Bedingungen kultivierten 
Maispflanzen machen, bei denen die Wurzeloberfliche insgesamt ein 
wenig verschleimt war. 


DaB Blattepidermen, Samen und andere Pflanzenteile Schleimstoffe absondern, 
ist eine bekannte Erscheinung. Uber die Schleimstoffabsonderung bei Wurzeln 
finden sich nur wenige Angaben. MoriscH machte die Beobachtung, daB sich 
Calyptrazellen unter Verschleimung ihrer Wande voneinander trennen und nach 
Ablésung von der Pflanze alsbald zugrunde gehen. HABERLANDT sowie SABININ 
haben eine Verschleimung der auBersten Wandschicht der Wurzelhaare feststellen 
k6onnen, 

Es lag somit nahe, die Anreicherung um junge, nichtabgestorbene 
Wurzelhaare mit der Verschleimung der Membranen in Zusammenhang 
zu bringen. Die Wahrscheinlichkeit dieser Annahme konnte durch 
folgenden Versuch gestiitzt werden: Von 30 steril aufgezogenen Mais- 
pflanzen wurde die schleimige Hiille der Wurzeln — soweit méglich — 
abgestreift und die durch die wasserunléslichen Schleimstoffe getriibte 
Loésung zentrifugiert. Die abgesetzten Stoffe dienten zusammen mit aus- 
gefaultem, also praktisch niihrstoffreiem Agar der Herstellung eines 
Nahrbodens, der fiir die untersuchten Stimme Wachstum ermdglichte. 

Da infolge der festen Verklebung der Schleimstoffe mit den Membranen nur 
geringe Mengen Schleim zu gewinnen waren, zum andern ein Mitrei&en einzelner 
Rindenzellen nicht vermieden werden konnte, kann nicht klar entschieden werden, 
inwieweit das Wachstum durch den Schleim oder durch das Zellmaterial bedingt 
war. 

Ks mag noch darauf hingewiesen werden, daB man mit der Annahme einer 
Schleimstoffwirkung die beobachtete begrenzte Lokalisierung der Bakterien um 
lebende Wurzelhaare besser erkliren kann als mit der Vorstellung der Sekretion 
irgendwelcher wasserléslicher und damit diffundierbarer organischer Substanzen. 


Daf im Boden in erster Linie abgestorbene Pflanzenteile fiir die Ver- 
mehrung von Mikroorganismen in der Rhizosphire — in quantitativer 
und qualitativer Hinsicht — Bedeutung haben, muB noch einmal betont 
werden. Es ist auch daran zu denken, da die Rhizosphirenflora durch 
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die lokale Veriinderung der Bodenumgebung einer wachsenden Wurzel — 
z. B. durch py, CO,-Konzentration, Durchliiftungs- und Feuchtigkeits- 
verhaltnisse — beeinfluBt wird. 


IV. Die antagonistische Beeinflussung von Bacterium radicicola und ihre 
Wirkung auf die Knéllehenbildung bei Leguminosen. 

Uber eine mégliche Schadigung der Leguminosen durch die Tatigkeit von 
Antagonisten gegen Knéllchenbakterien ist nichts Sicheres bekannt ( WaAKSMAN). Hs 
sind lediglich in antibiotischen Testversuchen mit einigen Bodenorganismen 
hemmende oder stimulierende Wirkungen auf Kndéllchenbakterien beobachtet 
worden [Konisu1, Krasstunrkow (2), NAunDoRF u. Nitsson]. Der EinfluB von 
verschiedenen antibiotisch wirksamen Stoffen auf Knéllchenbakterien wurde von 
SARLES untersucht. 


Die Frage, ob unter natiirlichen Verhaltnissen oder bestimmten Kultur- 
bedingungen die Antagonisten gleichfalls gegen Bact. radicicola aktiv 
sind (oder nicht), sollte in den folgenden Versuchen geklart werden. 

Die erste Aufgabe war somit die Isolierung eines wirksamen Anta- 
gonisten. Um die Durchfiihrung von Vitaltesten zu erméglichen, muBte 
ein Nahrboden zusammengestellt werden, auf dem sich sowohl Knollchen- 
bakterien als auch andere Bodenmikroorganismen gleichgut entwickeln 
konnten. (Die zur Kultur von B. rad. empfohlenen Nahrbéden bieten 
vielen Organismen nur ungentigende Wachstumsmoglichkeiten, wahrend 
die tiblichen Standardnahrbéden, wie Bouillon und Wiirze, fiir die Kultur 
von Knolichenbakterien ungeeignet sind.) Als Universal-Nahrboden be- 
wahrte sich N. B. I1?. 


Um antagonistisch wirksame Organismen zu ermitteln, wurden 24 
Bakterien und 5 Pilze aus der Rhizosphare von Erbsen isoliert und auf ihr 
antagonistisches Verhalten gegen B. rad. getestet. Dabei erwies sich nicht 
einer der 29 Stimme als ausgesprochener Antagonist; es traten nur ver- 
einzelt diffuse Hemmzonen auf (bis zu 2 mm). Aus diesem Grunde wurden 
weitere Organismen getestet, bis in Penicilluwm expansum ein sehr wirk- 
samer Antagonist gefunden wurde (Abb. 10). DaB die GroBe der Hemm- 
zone durch die Kinsaatmenge der Kndéllchenbakterien weitgehend be- 
einfluBt werden kann (vgl. im tibrigen WALLHAUSSER), geht aus Abb. 11 
hervor. Mit Pen. expansum konnten nun die geplanten Untersuchungen 
— der EinfluB des Antagonisten auf die Knéllchenbildung — in Angriff 
genommen werden. 


Damit sich in den teilweise benutzten Sandkulturen auch der Antagonist gut 
entwickeln konnte, war der Zusatz von organischen Stoffen zu der mineralischen 
Nahrlésung erforderlich. Auf folgendem Substrat waren fiir den Antagonisten gute 
Ernahrungsbedingungen gegeben, waihrend die Beimpfung mit B. rad. allein zu 


1 Zusammensetzung wie auf S. 17, Anmerkung 2, angegeben, jedoch mit einem 
Zusatz von 100 cm? Hefeautolysat, 20 cm? Wiirze und 10 cm? Bouillon. 
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guter Kndllchenbildung fiihrte: Hiltnersche Nlsg. 14.0,1% AZ-Lésung nach 
HoaGianp + 0,002% Na,MoO, + 100 y Vit. B,/Liter + 0.1% Saccharose +- 10% 
Hefeautolysat. 

Es konnte gezeigt werden, daB unter den angegebenen Ernahrungs- 
verhiltnissen im Plattentest die Entwicklung von B. rad. durch P. 
expansum gehemmt wurde, die Ernihrungsbedingungen also fir die 
Entfaltung antagonistischer Fahigkeiten giinstig waren. Ks wurden nun 
18 verschiedene Versuchsserien mit jeweils 6 Pflanzen (3 Pflanzen/Topf) 
angesetzt. Das Versuchsergebnis ist in der Tab. 6 zusammengestellt. 


Abb. 10. Abb. 11. 


Abb. 10. Penicillium expansum gegen Bacterium radicicola im Vitaltest auf N.B. Il. Der Pilz 
wurde 2 Tage vorkultiviert, die Platte anschlieBend durch Bespriihen mit einer Aufschwemmung von 
Bacterium radicicola beimpft. 


Abb. 11. Wie Abb. 10. Linke Hiilft sechwach, rechte stark beimpft. 


Die ,,sterilen** Kulturen wurden zwar steril angesetzt, aber nach der Keimung der 
Erbsen und dem Erscheinen des Sprosses unter nicht sterilen Bedingungen gehalten. 
(Die Kultur erfolgte — aus jahreszeitlichen Griinden — bei kiinstlicher Belichtung, 
taglich 16 Std im Licht und 8 Std im Dunkeln. Nach Lornwine ist es fiir die 
Kndllchenbildung vorteilhaft, wenn das C/N-Verhaltnis nicht zu weit ist. Die unter 
photosynthetisch giinstigen Bedingungen auftretende VergréBerung des Kohlen- 
stoff-Gehalts fiihrt zu einer Erweiterung des C/N-Verhaltnisses, das sich auf die 
Knollchenbildung ungiinstig auswirken soll. Deshalb war die Benutzung von 
elektrischem Licht in unseren Versuchen nicht nachteilig.) 

Die Pflanzen der Serien A und B wurden mit sterilem, die unter C und D mit 
nichtsterilem Regenwasser versorgt. Die Temperatur wahrend des Versuches war 
20—22° C. Beimpft wurde in der Weise, daf jeweils fiir einen Topf die gesamte 
Bakterienmasse bzw. das gesamte Sporenmaterial 5—8 Tage alter Schrigréhrchen- 
Kulturen verwendet wurde. Der Versuch wurde nach 7 Wochen, zu Beginn der 
Bliitenbildung, beendet. In Tab. 6, Spalte 2, ist die Art der Versuchsanstellung zu 
ersehen. Ks wurde mit folgenden Kombinationen gearbeitet: 1. Dem Antagonisten 
wurde ein Vorsprung von 14 Tagen gegeben, Bact. rad. erst nach Ablauf dieser Zeit 
eingeimptt. — 2. Antagonist und Bact. rad. wurden zu gleicher Zeit eingeimpft, nach 


1 1000 eae Aqua dest. ; 5 g KCl; 0,25 g Ca,(PO,),; 0,25 g CaSO, - 2 H,0;0, 4 ¢ 
MgSO,; 3 Tr. 5% FeC eae 1. De — 6,5. Ate _Startstickstoff* Seley 0 ,0025% 
Ca(NOs), zugegeben, 
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14 Tagen der Same eingebracht. — 3. Der Same wurde beim Einbringen gleichzeitig 
mit Bact. rad. beimpft, der Antagonist erst nach 14 Tagen zugesetzt. — 4. wurden 
in jeder Serie sowohl allein mit Bact. rad. beimpfte als auch nichtbeimpfte Kon- 
trollen gehalten. — In Spalte 2 ist jeweils auf einer Zeile abgekiirzt vermerkt, was 
zeitlich zusammen durchgefiihrt wurde. Fiir die Versuche unter A und B wurden 
auBerlich sterile Erbsen benutzt. . 


Tabelle 6. Antibiotische Wirkung von Penicillium expansum auf Bacterium radicicola 


unter verschiedenen Verhiltnissen. 


Nr. Art des Versuchs 


] 
zuer- | Ergeb- | 
warten nis 


Bemerkungen 


2 3 at} 


1 | unbeimpft . 


4 | Same und Bact. rad. 
Peet py. NACI S Lagene (UN Je) PF ao aa 
5 | Bact. rad. allein + + 

B. Kulturen in ,,steriler“* Gartenerde. 

6 |wiel . — — 
7 |wie2. — a 
8 | wie3. = == 
9 | wie 4 . a = 
10 | wied5 . + + 


11 | unbeimpft. : oe aa 
12 | Pen. exp. u. Bact. rad. 

Same nach lau basene so tatinkc Salute se de + 
13 | Same und Bact. rad. 

Pen. exp. nach 14 Tagen... . 2... ae =. 
14 | Bact. rad. allein + + 

D. Nichtsterile Kulturen in Gartenerde. 

15 | unbeimpft. + = 
16 | Pen. exp. u. Bact. rad. 

Samemachelaebe cen seg oo cbe seialy 6 - — + 
17 | Same und Pen. exp. 

‘Back rad. nach 14 Tagen =... 92. — o 
18 | Bact. rad. allein vhs SAN ot a + 


2 | Pen. exp. bei Erscheinen des Sprosses 
ackwad nach V4 agenins sic. sess) ste jl — — 
3 | Pen. exp. u. Bact. rad. — = 
Same nach 14 Tagen 


A. ,,Sterile’ Sandkulturen. 


C. Nichtsterile Kulturen in Sand. 
Mit starker Erdaufschwemmung beimpft! 


Es bedeutet : — fehlende Knéllchenbildung ; 
+ gute Kndllchenbildung ; 


-- schwache Kndéllchenbildung. 


Bei 1 Pflanze ein- 
zelne Knélichen 


1 Pf. mit 3 
Knollehen 
nur vereinzelt 
Kndllehen 


1 Pfl. mit 5 Kn. 


allgemein 
schwache 
Kn.- Bildung 
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Setzen wir voraus, daf ein antagonistischer EinfluB von Pen. expansum 
auf Bact. rad. in den Versuchskombinationen 1 und 2 vorliegt, dann 
miiBte ein Fehlen oder Auftreten von Knéllchen nach den Angaben der 
Spalte 3 in Tab. 6 erwartet werden. Wie die Versuchsergebnisse in 
Spalte 4 zeigen, trifft das fiir die ,,sterilen’’ Kulturen in Sand und Garten- 
erde weitgehend zu. Es ist dariiber hinaus selbst bei einem Vorsprung von 
Bact. rad. und nachfolgender Beimpfung mit dem Antagonisten eine 
Beeintrichtigung der Knéllchenbildung zu beobachten; so sind in diesem 
Falle in Sand (Versuch Nr. 4) nur vereinzelt Knéllchen aufgetreten, in 
, steriler‘’ Gartenerde iiberhaupt keine Knéllchen gebildet worden (Ver- 
such Nr. 9). 

Bei den nichtsteril angesetzten Kulturen in Sand und Gartenerde 
liegen die Verhaltnisse anders: Bei einem Vorsprung von Bact. rad. und 
anschlieBender Beimpfung mit dem Antagonisten kommt es in jedem 
Falle zu normaler Kndélichenbildung. Wird der Antagonist vorher oder 
mit Bact. rad. zusammen vor der Entwicklung des Wurzelsystems ein- 
geimpft, macht sich ein Einflu8 nur insofern bemerkbar, als die Kndll- 
chenbildung allgemein schwiicher ist. Es kann aber eindeutig die Tendenz 
zum Verschwinden der antagonistischen Wirkung beobachtet werden. 

Da unter natiirlichen Verhaltnissen mit einer derart starken Ent- 
wicklung eines bestimmten Organismus — wie sie durch Beimpfung mit 
dem Antagonisten erreicht wurde — kaum zu rechnen ist, wird um so 
weniger eine antagonistische Beeinflussung von Bact. rad. und eine damit 
zusammenhingende Beeintrachtigung der Knollchenbildung und N,- 
Bindung erwartet werden diirfen. 

Da8B die antagonistischen Beziehungen in den anfanglich sterilen 
Kulturen ausgepriigter waren als in denen unter nichtsterilen Bedin- 
gungen, hangt zweifellos mit der allgemein gemachten Beobachtung einer 
begiinstigten Entwicklung von Mikroorganismen in sterilisierten Boden 
zusammen. Bei den ,,sterilen‘’ Kulturen in Gartenerde konnte in den 
ersten Wochen eine iiberaus starke Entwicklung des antagonistischen 
Pilzes beobachtet werden, die an der Oberfliche des Bodens stellenweise 
zu sichtbarer Verpilzung fiihrte. Unter diesen Bedingungen miissen 
Hemmstoffmengen aufgetreten sein, die eine Entwicklung der Knéllchen- 
bakterien verhinderten. DaB dennoch einzelne Pflanzen Knéllchenbildung 
gezeigt haben — siehe Versuche Nr. 2, 3 und 8 —, auch wenn diese nicht 
zu erwarten war, kann man sich so erkliren, da in einzelnen Mikrozonen 
des Bodens die Pilzentwicklung weniger stark gewesen ist und somit fiir 
die dort befindlichen Knéllchenbakterien die Méglichkeit zur Infektion 
der Wurzeln gegeben war. 

Zum Studium der antagonistischen Verhaltnisse bodenbewohnender 
Mikroorganismen wurde das Beispiel der Beeinflussung von Knéllchen- 
bakterien fiir besonders geeignet gehalten, weil man in dem Auftreten 
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oder Ausbleiben der Kndllchen gleichzeitig einen Indicator fiir die 
Beurteilung des antagonistischen Einflusses in der Hand hatte. 


Von seiten der Phytopathologie sind mehrfach Versuche unternommen worden, 
um durch Impfung des Bodens mit ausgewahlten Antagonisten eine biologische 
Krankheitsbekampfung zu erreichen. Die Verhiltnisse liegen hier ahnlich wie bei den 
eigenen Untersuchungen mit Kndllchenbakterien: Eine antagonistische Beein- 
flussung des pathogenen Organismus wird durch das Fehlen der sonst auftretenden 
Krankheitssymptome angezeigt. 

Nach Locuueap u. LAnDERKIN haben Versuche dieser Art in natiirlichen Boden 
allgemein enttauscht. Man kann die Ergebnisse von Laboratoriumsversuchen in 
dieser Hinsicht einfach nicht auf die Verhaltnisse im Boden iibertragen. WINTER (2) 
hat darauf hingewiesen, daB Nahrungskonkurrenz, gegenseitige Beeinflussung der 
Mikroben durch Bildung oder Zerstérung von Antibioticis und Wirkstoffen, pq- und 
Ry-Anderungen sowie andere Faktoren in sterilen Béden ausgeschaltet sind und 
damit Riickschliisse auf die natiirlichen Verhaltnisse nicht gestatten. Das beweisen 
auch die von anderer Seite in derselben Richtung durchgefiihrten Versuche. So 
konnte Locnyeapd durch Bodenimpfung mit 11 gegen Streptomyces scabies aktiven 
Actinomyceten-Stammen das Auftreten des Kartoffelschorfes nicht verhindern. 
Demgegeniiber will Krzsstrne¢ den Kartoffelschorf mit Antagonisten im Ackerboden 
erfolgreich bekampft haben. Versuche von Broaproot mit anderen pflanzen- 
pathogenen Organismen verliefen ebenfalls negativ. 

Mit der Kinimpfung von Antagonisten zur Bekimpfung von Krankheitserregern 
wird es nach den bisherigen Erfahrungen allein nicht getan sein. 

Wenn es sich bei den Knéllchenbakterien auch um ,,niitzliche“* Parasiten handelt, 
so kann dennoch in diesem Zusammenhange festgestellt werden, da die in vitro 
ermittelten antagonistischen Beziehungen zu pflanzenpathogenen Organismen fiir 
natiirliche Verhaltnisse keine Giiltigkeit besitzen. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Es wird eine fiir die Sterilisation von Samen und Friichten entwickelte 
Methode beschrieben, mit der bei Verwendung von Bromwasser absolute 
Oberflichensterilitat ohne Beeintraichtigung der Keimfahigkeit erreicht 
werden konnte. Auch quartéire Ammoniumverbindungen erwiesen sich 
als geeignet. Bei niherer Untersuchung der Sterilitat des Sameninnern 
erwies sich das verwendete Material (Erbsen und Mais) im Innern zu 
30—40%, mit Bakterien infiziert, unabhingig von der Art der Versuchs- 
anstellung. Fiir die Isolierung der Organismen spielte die Zusammen- 
setzung des Nahrbodens eine untergeordnete Rolle. Die Bakterien waren 
fast ausschlieBlich zwischen Samenschale und Kotyledonen lokalisiert, 
die Entwicklung ging nur von wenigen Keimen aus (bis zu 10). Bactervwm 
radicicola konnte aus dem Innern von Erbsen nicht isoliert werden. Im 
Gegensatz zu den Verhaltnissen bei Samen und Friichten waren duBerlich 
sterile parenchymatische Wurzel- und SproBgewebe junger Mais- und 
Erbsenkeimlinge auch im Innern absolut steril. 

Isoliert wachsende Wurzeln — in sogenannten Organkulturen — sind 
fiir die Klirung der Beziehungen zwischen Mikroorganismen und 
Pflanzenwurzeln wenig geeignet. Es konnte bestitigt werden, daB sie 
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nach Beimpfung sehy bald ihr Wachstum einstellen und Zusatze von 
Bakt.-Filtrat — in Abhingigkeit von der Konzentration — mehr oder 
weniger wachstumshemmend wirken. Daf die beobachtete Entwicklungs- 
schadigung nicht allgemein — wie das von anderer Seite angenommen 
wird — auf einer Wirkung von Heteroauxin beruht, konnte chemisch 
nachgewiesen werden. Bei Trennung der Wurzel in einen oberen, mit 
organischen Nahrstoffen und einen unteren, nur mit Mineralsalzen ver- 
sorgten Teil war eine Beimpfung ohne Beeintrachtigung des Wurzel- 
wachstums méglich. Die Methode bot jedoch wenig Vorteile, so daB die 
weiteren Versuche mit steril aufgezogenen ganzen Pflanzen durchgeftihrt 
wurden. Mittels einer besonderen Methodik konnte bei direkter Beob- 
achtung bestimmter Mikroorganismen im Wurzelbereich einer bei Nicht- 
beimpfung steril aufwachsenden Pflanze festgestellt werden, daB sich — 
unter den gegebenen Versuchsbedingungen — die Organismen mit 
geringen Ernahrungsanspriichen am stirksten anreicherten. 

Bei Beimpfung mit einigen Organismen traten Wurzelhaaranomalien, 
insbesondere Gabelbildungen, auf, deren Ursache weitgehend geklart 
werden konnte. 

Die von West und LocHHEAD als Ursache fiir die Mikroorganismen- 
anreicherung angegebene Aneurin- und Aminosiuren-Ausscheidung 
konnte nicht bestatigt werden. Andererseits setzt die selbst an jiingsten 
Wurzelhirchen beobachtete lokale Vermehrung eine Sekretion organi- 
scher Stoffe voraus. Die Anreicherung im Bereich der Wurzeln kann also 
nicht allein auf dem Abbau absterbender Wurzelzellen beruhen. Eine 
aktive Sekretion zahlreicher, in der Literatur angegebener Wurzel- 
ausscheidungsprodukte wird aus verschiedenen Griinden fiir unwahr- 
scheinlich gehalten. Eigene Untersuchungen sprechen dafir, dab 
Schleimstoffe, die durch Verquellung der Membranen junger Wurzelteile 
gebildet werden, fiir die Vermehrung der Organismen eine Rolle spielen. 

Die Knéllchenbildung bei Leguminosen kann unter bestimmten 
Bedingungen durch antibiotische Beeinflussung der Bakterien beein- 
trachtigt oder verhindert werden. Unter natiirlichen Verhaltnissen bleibt 
jedoch der antibiotische Einflu8 aus. 
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Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen. 


Zur Frage der Anpassungsfahigkeit von Azotobacter. 


Kritische Bemerkungen zu den von N. MALTSCHEWSKY 
mitgeteilten Ergebnissen. 


Von 
H. SToupe und E. SPEYER. 


(Eingegangen am 23. Oktober 1951.) 


Seit dem Jahre 1948 sind von N. MattscHewsky verschiedene 
Arbeiten verdéffentlicht worden, die sich mit der Frage der morpholo- 
gischen und physiologischen Veranderlichkeit von Azotobacter chroococcum 
beschaftigten (1948, 1949a, 1949b). Durch eine kiirzlich erfolgte Mit- 
teilung in den ,,Naturwissenschaften* (1951) sind die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen weiten Kreisen bekannt gemacht worden. Wir halten es 
deshalb fiir notwendig, das Ergebnis einer von uns durchgefiihrten Nach- 
prifung zu ver6ffentlichen. 

Das Institut der Autorin stellte uns freundlicherweise A bimpfungen der benutzten 
Azotobacter-Stimme zur Verfiigung. Es handelt sich dabei 1. um Az. K. D., Ab- 
kiirzung fiir ,,4zotobacter-Karlsruhe-Dissoziiert*‘!, in dieser Form zum Staérkeabbau 
befahigt, — 2. um Az. D. C., Abkiirzung fiir .,Azotobacter-Dissoziiert-Cellulose ab- 
bauend*‘. 

Schon die mikroskopische Uberpriifung von Lebend-Praparaten be- 
starkte uns in dem Verdacht, da die zu beobachtenden ,, Dissoziations- 
formen‘ nichts anderes als Verunreinigungen der verwendeten Azoto- 
bacter-Kulturen darstellten. Ks gelang uns, mit den in der Bakteriologie 
iiblichen Methoden die Begleitorganismen zu isolieren und rein zu 
ziichten. Die Gewinnung einer Reinkultur von Azotobacter war wegen der 
starken Schleimbildung und des dadurch begiinstigten Mitschleppens von 
Begleitorganismen besonders schwierig, eine Tatsache, auf die schon von 
FiscHEeR (1947) hingewiesen worden ist. Auf eine genaue Identifi- 
zierung haben wir bei einigen Arten verzichtet, da es uns in erster 
Linie auf eine Uberpriifung der Kulturen und ihrer Fihigkeiten beziiglich 
des Starke- und Celluloseabbaus ankam. 

Aus der Kultur ,,Az. K. D.“* konnten wir neben Azotobacter noch Bact. 
radiobacter und 2 stibchenférmige Bakterien isolieren. In der Cellulose 
zersetzenden Azotobacter-Kultur ,,Az. D.C.‘ wurden eindeutig fol- 
gende Organismen als Verunreinigung festgestellt: Streptomyces sp., 
Sporocytophaga myxococcoides, Streptococcus sp. sowie zwei verschiedene 


* MaLtscHEwsky benutzt die von Burrt (1943) gegebene Definition des Begriffs 
der ,, Dissoziation‘‘ von Bakterien, ,,worunter man Kigenschaftsinderungen versteht, 
die anscheinend Modifikationen darstellen‘* (1948, 8. 244) 
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stabchenformige Bakterien, von denen eines gelbgriinen Farbstoff bildet. 
Daneben wurden Amdében festgestellt, die weiter in Mischkultur gehalten 
wurden. Bei der von MaLTscHEWSKy angewandten Arbeitsmethodik ist 
ein solcher Befund nicht iiberraschend. 

Zu den Versuchen hinsichtlich des Stiirkeabbaus durch Azotobacter ist 
folgendes zu sagen: Die Ansicht MatrscHEwskys, daB es ,,bis jetzt nicht 
moglich schien, einige Kohlenhydrate, wie z. B. Starke, als C- Quelle fiir 
Azotobacter zu verwenden‘ (1948; 8. 243) ist durchaus irrig. (Siehe dazu 
BERGEY !) 


Wenn die diastatische Fahigkeit von Azotobacter auch relativ schwach ist, so 
kann der Starkeabbau doch sehr leicht und eindeutig mit Hilfe der Jod-Reaktion 
bewachsener Starke-Agar-Platten nachgewiesen werden. Es sei im iibrigen nach- 
driicklich darauf hingewiesen, daB Bakterienwachstum auf Kartoffelschalen und 
Trockenkartoffeln (die bei den Versuchen von MALTscHEWSKY verwendet wurden) 
nicht unbedingt auf den Abbau der Starke zuriickgefiihrt werden mu8. Dazu ist ein 
solches Natursubstrat, das neben der Starke eine Anzahl weiterer Nahrstoffe ent- 
halt, zu wenig einheitlich. Wenn die Beimpfung mit dem gram-negativen Azotubacter 
nach dessen ,,Anpassung“ an das Kartoffelschalen-Substrat zur Entwicklung ,,etwas 
langlicher, kokkenférmiger Zellen“ (1948; S. 245) fiihrte, und die mikro- 
skopische Beobachtung des Bakterienschleims spater ,,kleine kokkenférmige oder 
kurze Stabchen von etwa 1 « Durchmesser, die gram-positiv waren‘ (1948; 8. 246) 
erkennen lieB, dann hatte die Moglichkeit einer Fremdinfektion zumindest in 
Erwagung gezogen werden miissen. 


Statt dessen werden alle irgendwie erreichbaren Beobachtungen, die 
von anderer Seite bei Untersuchungen mit Azotobacter gemacht wurden, 
oft ohne erkennbaren Zusammenhang zur Stiitzung der Theorie einer 
,,Dissoziation“‘ dieses Bakteriums herangezogen. 

So wird z. B. wortlich bemerkt, daB die ,,distinkten nucleal-positiven Kérnchen, 
die STILLE (1937) bei Azotobacter fand, fiir das Auftreten von Dissoziationsformen 
von wesentlicher Bedeutung sein kénnten® (1948; 8. 247). Daneben werden ver- 
schiedene ganzlich unbegriindete Ansichten geaufert. So ist z. B. folgendes zu lesen: 
, Es besteht die Méglichkeit, daB die Kartoffelstarke wegen ihrer Wasserunloslichkeit 
in die Zelle der normalen Azotobacterform durch die Membran nicht diffundieren 
kann; dagegen konnen vielleicht beim Zerfallen der Bakterien in kleine kokken- 
formige Korper, die den Bakterien eigenen Endofermente sich als Ektofermente auf 
die vorhandenen Kohlenhydrate auswirken und damit die Starke dem Azotobacter 
zuginglich machen‘ (1948; 8. 247). 

Die von uns aus der Kultur Az. K. D. isolierten beiden stabchen- 
formigen Bakterien besitzen ausgepragt diastatische Fahigkeiten, so dal 
sie sich auf dem Kartoffelschalensubstrat auf Kosten der Starke gut 
entwickeln konnten. Wenn sich bei der Riickimpfung vom Kartoffel- 
substrat auf Mannit wieder normale Azotobacter-Zellen entwickelten, 
dann diirfte das nicht weiter iiberraschen, da ein Mannit-Substrat fir 
Azotobacter bekanntlich besonders giinstig ist. Was also von MAtr- 
SCHEWSKY als ,,reversible Dissoziationsumwandlung (!) bezeichnet 
wird (1948; S. 248), ist praktisch nichts anderes als die elektive Wirkung 


unterschiedlicher Nahrbéden auf Mischkulturen. 
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Die Versuche zur Cellulosezersetzung durch Azotobacter sind metho- 
disch kaum diskutabel. Aus Kartoffel-, Apfel- oder Birnenschalen, sowie 
auch anderen Materialien, wurden mit Sand Komposte hergestellt und 


mit dem schon an Starke — d.h. Kartoffelschalen — ,,angepafiten* 
Azotobacter beimpft. Auf diesem Substrat, das schon von Natur aus mit 
den verschiedensten Mikroorganismen besiedelt war — eine Sterili- 
sation wurde tiberhaupt nicht vorgenommen! — soll sich dann 


wieder eine ,,Dissoziation’’ vollzogen haben. Wenn diese mit allen 
méglichen Organismen besiedelten Kompostkriimel dann in sterilem 
Wasser aufgeschwemmt und zur Beimpfung sterilisierter Cellulose- 
Flissigkeitsnihrbéden benutzt wurden, so kann die Beobachtung der 
Cellulose-Zersetzung absolut nicht iiberraschen. Nach der Isolierung der 
aerob Cellulose zersetzenden Sporocytophaga war uns die Sachlage vollig 
klar: Die in der gelben Bakterienmasse der Cellulose-Kulturen beob- 
achteten ,,kokkenahnlichen Zellen‘ (1949a; S. 257) waren nichts anderes 
als die 1,2—1,6 « groBen Mikrocysten der Sporocytophaga. Das fiir diesen 
Organismus typische vegetative Stadium in Form eines 6 bis 10 x 0,2 bis 
0,4 «4 messenden flexiblen und ungewohnlich hyalinen Stabchens scheint 
der Beobachtung MaLrscHEWwskKys ganz entgangen zu sein. Auch unter 
Beriicksichtigung der bei Bakterien zu beobachtenden morphologischen 
Variabilitat und physiologischen Anpassungsfahigkeit mu eine Ent- 
stehung der Cellulose zersetzenden Cytophagen aus Azotobacter-Zellen 
abgelehnt werden. Die Cytophaga-Gruppe wird wegen ihrer sehr speziellen 
Eigenschaften nicht einmal zu den Hubacteria gerechnet, sondern in der 
Systematik an die Myzxobacteria angeschlossen. 


Wir konnten eindeutig nachweisen, da nicht der aus der Kultur 
Az. D. C. isolierte Azotobacter-Stamm, sondern allein die Sporocytophaga 
fiir den Celluloseabbau verantwortlich war. 


Bei dem, gelben Farbstoff, itiber den MaLrscHEwsky rein hypothetische und teil- 
weise fehlerhafte Angaben macht, handelt es sich um das bei den Cytophagen auf- 
tretende Pigment. Wenn berichtet wird, da& Kontrollversuche zur Cellulose- 
Zersetzung mit anderen Azotobacter-Stimmen negativ verliefen, dann ist dies nur ein 
Beweis dafiir, dafS in diesen Kulturen zumindest keine Cellulose-Zersetzer zugegen 
waren. Die Beimpfung mit Az. K. D. soll ,,ein kaum sichtbares Wachstum mit 
schwacher gelber Farbung des Filtrierpapiers, die jedoch nicht zu weiterer Ent- 
wicklung kam‘, (1949a; 8. 258) ergeben haben. Die uns iibersandte Az. K. D.-Kultur 
war jedoch frei von Cellulose-Zersetzern. Es mu8 erwaihnt werden, daB bereits 
umfassende Untersuchungen itiber das Verhalten von Mischkulturen von Azotobacter 
und Cytophaga durch BuckstEne (1936) durchgefiihrt worden sind. 


Ks liegt nahe anzunehmen, da die in der Kultur vorhandenen Amében 
bzw. deren Cysten nicht iibersehen wurden, sondern mit den von Matr- 
SCHEWSKY beschriebenen und abgebildeten ,,Azotobacter-Riesenzellen‘ 
(1949a; 8. 257) identisch sind. 
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Wenn die Autorin in ihrer zweiten Mitteilung (1949a; S. 262) schreibt, 
da ihre Ergebnisse auf die Méglichkeit hinweisen, mit derartigen Ver- 
suchen einen ,,niitzlichen Dienst fiir die Landwirtschaft, die Industrie 
oder die Medizin zu leisten“, so kénnen wir uns dieser Meinung durch- 
aus nicht anschlieBen. 


Zusammentassung. 


Die von MALTSCHEWSKY angegebene Umwandlung von Azotobacter in 
morphologisch und physiologisch verschiedenartige Formen erwies sich 
als durch fehlerhafte Methodik sowie Verwendung unreiner Kulturen 
bedinet. 
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U.S.A.) 


The Cultivation of Myxophyceae. 


By 
M. B. ALLEN. 


(Eingegangen am 19. November 1951.) 


The Myxophyceae, or blue-green algae, are notable for their ability to 
develop in an extremely wide range of habitats. They are the first or- 
ganisms to colonize sterile volcanic soils, yet they abound in polluted 
waters; they develop in masses on the icy deserts of Central Asia and 
the mountaintops of Japan, and they also develop in masses in the 
waters of hot springs, at the highest temperatures reported for any living 
organisms. Many live in association with other organisms, with fungi in 
lichens, with protozoa in Cyanophora, even within the roots of Cycads 
and the rhizomes of Gunnera. [For discussions of habitats cf., e. g., GEIT- 
LER (1925), Moriscu (1926), Frirscn (1945). ] 

It might be expected that the biochemical and physiological problems 
posed by a group of organisms capable of such extraordinary versatility 
would attract many investigators to their study. The number of papers 
which have been published on such problems attests to the attraction, 
but the progress which has been made is relatively small. Much of this 
lack of progress must be traced to the difficulty which has been encoun- 
tered in obtaining pure cultures of Myxophyceae, and the consequent 
inability to perform well-controlled experiments. However, several 
workers during the past forty years have been able to grow some of the 
more common soil and water inhabiting blue-green algae, as well as one 
endophyte, in pure culture, while in the past few years a relatively large 
number of cultures has been isolated. 

The first claims for pure cultures of Myxophyceae were made by TISCHUTKIN in 
1897, Bournnac in 1898, and BrtsERINCK in 1902. Since none of these authors re- 
ported tests of their cultures for contaminants in media favorable for the growth of 
bacteria, and since later experience has shown that cultures which are apparently 
pure when grown on mineral media may give rise to an abundant bacterial flora on 
organic media, it seems possible that these investigators obtained only unialgal 
cultures free from gross contamination. BourLHAc’s cultures can certainly not have 
been pure since he isolated them only by successive transfers in liquid mineral media. 
The first indubitably pure cultures were obtained by PrincsuEerm in 1913. His 
method was, however, tedious, and successful in only a small number of cases, so 
that he was able to isolate only three bacteria-free cultures, two Oscillatorias and 
one Nostoc, out of a large number of unialgal cultures. In 1917 Harper isolated a 
pure culture of the endophytic Nostoc punctiforme, as well as an Oscillatoria, an 
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Anabaena, and a Cylindrospermum. He began by. using the PrincsHEIm technique 
of passage from gypsum blocks to mineral agar, to silica gel, and finally onto agar 
_ with organic nutrients, but found that he could obtain better results for his organ- 
isms by repeated transfers through agar rather than silica gel, since his algae did 
not develop well on silica media. DREwxs in 1928 also isolated three pure cultures, 
two Anahaenas and one Nostoc, by use of the Harper technique. Both he and Har- 
DER found it advantageous to utilize the phototactic and phototropic behavior of 
filamentous M yxophyccae as an aid in freeing them from bacteria. A similar technique 
was used by Carapi (1941) for isolation of a number of Oscillatorias. 

In more recent years various workers have attempted to circumvent the tedious- 
ness of isolations by the PrinesHEIM and Harpur methods by treatment of unialgal 
cultures with agents preferentially harmful to bacteria as compared with Myzo- 
phyceae. ALLISON et a]. in 1933 used irradiation with ultra-violet light to obtain a 
hacteria-free culture of Nostoc muscorum; this method has been extensively applied 
in the past few years by GeRLorr and his collaborators, resulting in the isolation of 
10 bacteria-free cultures of various blue-green algae. Foca in 1942 obtained a pure 
culture of Anaboena cylindrica by washing with chlorine water. 

It may be noted that the above survey of cultures isolated makes no mention 
of unicellular Myxophyceae. Until the work of GERLorr et al. (1950), and of the 
present investigation, only one unicellular representative was isolated in bacteria- 
free form. This culture, a remarkably rapidly growing Chroococcus, was isolated in 
1938 by CLARA GAFFRON at the Hopkins Marine Station. The algae had appeared 
as a ‘‘colony” on the wall of a bottie completely filled with a mineral sulfide medium 
after the primary flora of purple sulfur bacteria had subsided (see below). Pure cul- 
tures were obtained by repeated transfer of single colonies through pour plates pre- 
pared with a mineral agar of a composition corresponding to that of the liquid 
medium except for sulfide. 


General observations on methods of obtaining cultures. 


The raw material from which cultures of Myxophyceae can be isolated 
is easily obtained. Masses of these algae may often be found in polluted 
waters, in the soil or'on pots in greenhouses, in hot springs, and in 
streams fed by them, especially if a little sulfide is present to discourage 
growth of green algae. In California one may often observe a macroscopic 
development of blue-green algae in the small pools and run-off streams 
formed by the Spring rains. Myxophyceae may also be obtained readily 
by enrichment culture in the laboratory. A simple and reliable method 
for development of members of the spore-forming genera Anabaena, 
Cylindrospermum, and Nostoc from soil is due to BetsertncK (1902). It 
consists of inoculating soil into a relatively large flask, which is then 
filled about half full with a solution of 0.02% K,HPO, in tap water and 
allowed to stand in a lighted spot for several weeks. Within this time 
colonies of these algae, blue-green to greyish-green in color, may be 
observed to appear on the glass walls of the container. 

Another convenient laboratory source of blue-green algae, in this case 
most commonly Oscillatorias, is soil or mud inoculated into mineral media 
containing low concentrations of sulfide. When enrichment cultures for 
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purple sulfur bacteria are allowed to stand until the sulfide concen- 
tration in the solution falls to a very low level, or when fresh media 
containing sulfide concentrations of the order of 0.02—0.04% are inocu- 
lated with mud, an abundant development of Myxophyceae is often 
observed. 

Starting material for cultures of unicellular Myxophyceae is a little 
more difficult to obtain regularly. An abundant development of such 
algae may sometimes be found in nature, but less often than one of 
filamentous blue-green algae; moreover, those unicellular members of 
the group frequently found in caves, on walls, etc. are likely to have 
thick gelatinous sheaths which make their purification difficult. It has 
been observed that unicellular Myxophyceae frequently appear as a 
‘terminal flora’ when raw cultures containing relatively large masses of 
other algae are allowed to stand for long periods of time. After the 
filamentous forms have died out, the unicellular ones come to the fore. 

From such raw cultures, transfers of bits of algal material can be made 
to fresh liquid media, or directly to solid media. Since the growth of 
many filamentous Myxophyceae is greatly improved by the presence of 
a solid substrate, it is often preferable to proceed to solid media as soon 
as possible. On the other hand, algae highly contaminated with bacteria 
are likely to be overgrown on agar, so that several transfers through 
liquid media may be useful. Washing the algal filaments may be helpful 
with relatively tough types such as Nostoc and Anabaena, but the fila- 
ments of an Oscillatoria, Phormidium, or Lyngbya, are frequently so 
damaged by such treatment that no further growth occurs. The results 
obtained in this investigation substantiate the observations of earlier 
workers that growth of many blue-green algae, especially in the presence 
of contaminants, is markedly better when the algae are mixed with an 
agar medium, rather than spread over its surface. 

Various nutrient solutions have been used for isolation and maintenance of cul- 
tures by past and present workers, most of the media being variations on a theme 
devised in the 1890’s by A. Ricurer (1892) and by Mortscx (1896). The essential 
features of these solutions are; 1) a weakly alkaline reaction, usually obtained by the 
use of K,HPO,, although sometimes the medium is made more markedly alkaline 
with sodium silicate or carbonate; 2) the addition of combined nitrogen as calcium 
or potassium nitrate; and 3) the presence of Mg and Fe ions. The proportions of the 
different salts vary; experience gained in this investigation has confirmed the con- 
clusion of Harper (1917) that the growth of most common Myxophyceae is little, 
if any, affected by variations in the concentrations (from 0.01 to 0,1%) or propor- 


tions of these salts. A summary of various media which have been used is given in 
Table 1. 


For the culture of nitrogen-fixing species of Nostoc and Anabaena it 
has been the practice to omit combined nitrogen from the medium. This 


has the further advantage of reducing the number of bacteria which 
can develop. 
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The results of various authors differ as to the value of addition of organic ma- 
terials to the nutrient medium. BrtyeRtNcK (1902) was unable to obtain good 
growth of his blue-green algae on agar media unless the agar was carefully washed. 
His student van DELDEN observed Oscillatoria strains to be even more sensitive to 
organic impurities in agar. On the other hand, TiscHuTKIN (1897) reported that 
agar water itself was an excellent medium for the development of various blue- 
green algae. PRINGSHEIM (1917) found it desirable to add soil extract to his cultures 
when they were grown in liquid media; on silica gel or agar there was no effect of 
soil extract on most cultures. GERLOFF et al. (1950) have grown a number of Myxo- 
phyceae in what they consider to be a completely mineral medium. 


The medium of GERLOFF, however, contains small quantities of citrate 
Experience here has shown that it is often desirable to add small quantities 
of yeast autolysate, glutamate, or citrate to the media used for culture; 
in a few cases algae have been obtained which do not grow without 
such additions, neither in liquid nor on solid media. It is usually better 
to omit if possible the addition of organic material during isolation, 
since such additions cause an increase in the number of contaminants, 
but algae which fail to grow on transfer from crude cultures should be 
tested for their requirements for organic materials. The possible function 
of such organic additions will be discussed in a later section. 


The diverse effects found by different investigators with regard to this 
and other nutritional matters are probably reflections of the variety 
existing in the group of Myxophyceae. It can scarcely be expected that 
uniform behavior would be exhibited by a group of organisms whose 
members are known to cover so extensive a range of ecological habitats. 


Cultures used in the present investigation. 


Filamentous cultures isolated by the author were obtained by the 
HarpeErR-DrewEs method of repeated transfer on agar, first, if possible, 
with only mineral salts added, later with yeast autolysate also added 
to promote the growth of any bacteria which might be present. Yeast 
autolysate was selected for this purpose because most bacteria will grow 
well on it and because it was more favorable to the growth of the majority 
of the algae encountered than peptone or other common organic nutrients. 
The general procedure was to inoculate on one side of an agar plate 
which was then placed so that it was illuminated from the side away 
from the inoculum. In the case of motile isolates, filaments move toward 
the light, so that within a few days the first filaments to reach the far | 
side of the agar plate could be removed and re-inoculated onto another 
plate in the same manner. To avoid damage to the rather delicate 
filaments of Oscillatoria and similar algae, this was accomplished by 
cutting out a small block of agar containing the filament and placing it 
on a fresh plate. To ensure freedom of the filaments chosen from visible 
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contamination, the plates were subjected to careful microscopic examina- 
tion. With non-motile cultures a similar procedure was employed. In this 
case the directed growth rarely, if ever, reached the far side of the plate. 
Filaments, as isolated as possible, were removed from the periphery of 
the spreading growth. Isolation of cultures by this method often required 
a large number of transfers before cultures appeared pure even on the 
mineral agar medium, and still more before rigorously pure cultures were 
obtained on the medium to which yeast autolysate had been added. 
Selective poisons were used only in the case of two Oscillatoria isolates 
(E2 and A3) which were passed through sulfide-containing media to 
inhibit their accompanying bacteria. It appears preferable to the author, 
whenever possible, that is, when dealing with rapidly growing, motile, 
or not too slimy Myzxophyceae, to isolate cultures without the use of 
possible mutagens such as ultraviolet light. It is recognized, however, 
that irradiation may be very useful in the winning of pure cultures in 
difficult cases, such as in the case of non-motile organisms accompanied 
by considerable slime. 

Cultures of unicellular Myxophyceae were isolated in a more or less 
similar manner by repeated pour plates. Streaked plates were found to 
be of little or no value, since many unicellular blue-green algae do not 
grow well on the surface of agar plates, while their accompanying bacteria 
are encouraged by such treatment. It has frequently been of value in 
the isolation of cultures of unicellular algae to pour rather thick agar 
plates; then, after growth of the algae, to remove the agar upside down 
into a larger Petri-dish, and pick fresh inoculum from the relatively less 
contaminated colonies in the bottom layers of the plate. It is possible 
that even better results might be obtained by working with deep layers 
of agar in test tubes. This method has been successful only with uni- 
cellular Myxophyceae which are not surrounded by abundant slime; good 
results have been obtained with Synechococcus, which has no sheath, and 
with Chroococcus spp. with relatively thin sheaths; but with cultures of 
Gloeocapsa and Aphanocapsa, with thick slime layers, it has not as yet 
been possible to obtain bacteria-free cultures by this type of procedure. 

All cultures which have been established as presumptively pure by 
passage through two plates of mineral agar plus yeast autolysate without 
any visible development of bacteria or fungi have been checked for purity 
by inoculation into tubes of liquid media containing (a) 10% yeast 
autolysate, (b) the same plus 2% glucose, (c) the same with 2% glucose 
and 2% calcium carbonate. In these media the culture has been incubated 
for four to eight weeks at 25—30°C to allow any contaminants which 
might be present a chance to develop. Since few saprophytic bacteria or 
microscopic fungi will not develop in one or more of these three media, 
and since microbes such as sulfur bacteria or nitrifying bacteria, which 
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would not develop, are not likely to be persistent contaminants, cultures 
which show no contamination by this test have been judged to be pure 
and included in the collection. 


In addition to cultures isolated in this laboratory, a number of bacteria-free cul- 
tures have been obtained by exchange with other workers. Three strains which it 
has not as yet been possible to obtain in better than unialgal culture have been in- 
cluded in a few experiments on mineral] nutrition. A list of the isolates used, to- 
gether with their sources, is given in Table 2. The names given are in general those 
under which the cultures were received. Those isolated here or received unnamed 
have been determined only as to genus, except for Synechococcus cedrorum, which 
was kindly identified by Prof. E. G. PRINGSHEIM. 


EE 


Table 2. Myxophyceae used in this study. 


Alga 


. Synechococcus ce- 


drorum 


. Chroococcus turgi- 


dus, var. nigricans 


. Chroococcus sp. 


. Chroococcus sp. 


(strain B) 


. Unidentified uni- 


cellular alga 


. Aphanocapsa ses- 


cianensis 


. Gloeocapsa polyder- 


matica 


. Oscillatoria sp. 


(strain E 2) 


. Oscillatoria sp. 


(strain T'5) 


. Oscillatoria sp. 


(strain A3) 


Source 


natural culture sent from 
Woods Hole, Mass., by 
E. H. Barttey 


unialgal culture from 
R. HECKER 


pure culture from A. FREN- 
KEL 


Tassajara Hot Springs, 
Monterey County, Calif. 


‘Lemonade Spring’, The 
Geysers Sonoma County, 
Calif. 


J. B. Toomas, Utrecht 
J. B. Tuomas, Utrecht 
soil enrichment 

Tassajara Hot Springs, 


Monterey County, Calif. 


Moss Beach, Pacific Grove, 
Calif. 


Remarks 


requires addition of or- 
ganic acids for growth 


purified by M. B. ALLEN 


grows in acid solution 
see text 


not bacteria-free 


not bacteria-free 


requires org. materials 
and highly alkaline 
medium 


11. Oscillatoria princeps | G.C. GERLOFF not bacteria-free 
12. Lyngbya aestuarii unialgal culture from purified by M. B. ALLEN 
J. B. Tuomas 
13. Lyngbya sp. unialgal culture from purified by M. B. ALLEN 
(strain 6) M. Dyar 
14. Lyngbya sp. pure culture from M. Dyar 


(strain 55) 


Table 2 (continued). 
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15. 


16. 


LW 


18. 


19. 


20. 


21. 


22. 


23. 


24. 


25. 


26. 


27. 


28. 
29. 


30. 


Alga 


Phormidium foveo- 
larum 


Phormidium luri- 
dum 


Phormidium sp. 
(strain 25) 


Phormidium sp. 
(strain 76) 


Anabaena cylindrica 
Anabaena variabilis 
Anabaena sp. 


Anabaena sp. 
(strain 28a) 


Nostoc muscorum 
(ALLISON strain) 


Nostoc sp. 


Nostoc sp. 
(GIBSON strain 2) 


Nostoc sp. 
(GIBSON strain 4) 


Nostoc sp. 
(GIBSON strain 30) 


Plectonema notatum 


Calothrix parietina 


Unidentified fila- 
mentous alga 
(strain 3) 


Source 


unialgal culture from 
E. G. PRINGSHEIM 


pure culture from 
E. G. PRINGSHEIM 


pure culture from M. Dyar 


unialgal culture from 
M. Dyar 


pure culture from 
G. K. Foae 


pure culture from 
R. Hecker 


unialgal culture from 
H. W. Miner 


pure culture from M. Dyar 


received as pure culture 
from 8S. H. Hutner 


pure culture from 
EK. G. PRINGSHEIM 


received as pure culture 
from M. DyaRr 


received as pure culture 
from M. Dyar 


received as pure culture 
from M. Dyar 


pure culture from M. Dyar 


pure culture from 
G. C. GERLOFF 


pure culture from M. DyaRr 


Remarks 


purified by M. B. ALLEN 


purified by M. B. ALLEN 


purified by M. B. ALLEN 


Originally from 
T. GrBson 


One culture in the list (No. 5) requires special mention. Its taxonomic 


position is uncertain, since it possesses the mode of reproduction (nan- 
nocyte formation) characteristic of Gloeocapsa or, more rarely, of Aphano- 
thece; yet, since its sheath is very thin or lacking entirely, Gloeocapsa 
appears excluded, and its spherical cell shape would similarly eliminate 
Aphanothece. Physiologically, it is extremely interesting as providing an 
example of a blue-green alga which presents a glaring exception to the 
rule that organisms of this class thrive only in alkaline environments. 
It will tolerate and grow well in extremely acid solutions (up to 1 N 
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sulfuric acid); it grows on organic media in the dark at a rate comparable 
to its rate of growth in the light; and when grown in the dark it loses 
its chlorophyll and phycocyanin and becomes a light straw yellow in 
color. It will be referred to as the ‘acid alga’ in this paper. 


Physical conditions for growth. 


Although a survey of the older literature, especially the paper of PRINGSHEIM 
(1913), shows that it has often been more or less implicitly recognized that certain 
physical conditions must be satisfied if good growth of Myxophyceae is to be ob- 
tained, these conditions have received little explicit discussion, and recent workers 
appear to have neglected them entirely. The extremely long times for maximum 
growth reported by GrrRLorr et al. (1950) may well be due to their practice of grow- 
ing filamentous Myxophyceae in thick layers of liquid medium. The filamentous 
forms cultured here (including GERLOFF’s culture of Calothrix parietina) usually 
reach maximum growth within a week to ten days of continuous illumination under 
favorable conditions such as described below. 

When experiments on the nutrition of filamentous Myxophyceae were 
begun in this laboratory, it was noted that when filamentous forms which 
were regularly cultured on mineral agar were introduced into liquid media 
their growth was extremely variable. Unless a large inoculum was used, 
often no growth at all was obtained. Such a result might be due to a 
need for organic nutrients which were supplied by an agar medium but 
lacking in a solution. However, in this case it was shown that abundant, 
reproducible growth could be obtained by growing in relatively thin 
layers of liquid medium and by introducing into the liquid medium a 
solid substratum in the form of glass wool. The beneficial effects of a 
solid substrate on the growth of Myxophyceae have been remarked upon 
by. several earlier workers. In the case of the present experiments it 
appears unlikely that anything more than a physical effect is involved. 
The wool used was of Pyrex glass and was freed of possible organic 
contamination by extraction with alcohol and ether. No py change was 
observed on letting the medium stand for several days in contact with 
the glass wool, indicating no dissolution of alkali from the glass. A solution 
of minor elements is regularly added to the mineral medium, so that it 
seems unlikely that the favorable role of the glass wool should be ascribed 
to the possibility that it might provide a leachable source of trace metals. 

The effect of a glass wool substratum on the yield of cell material 
from four strains of filamentous Myxophyceae is shown in Table 3. The 
cultures were incubated 10 days under continuous illumination from a 
row of 25 w. electric lamps at 25 em distance. After this period, the algal 
mass was separated from the nutrient solution by centrifugation, washed 
with water, and dried in an oven at 110°C. It may be noted that the 
yields obtained here are the result of growth in relatively low light 
intensity, of incubation without addition of CO, above that normally 
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Table 3. Effect of glass wool on cell yield. 
Dry weight of cell material. Algae in medium 3 in 125 ml FRLENMEYER flasks. 
i ee I ee 


| Phormidium | Nostoe Oscillatoria Anabaena 
str. 25 str. 30 str. E2 cylindrica 
20ml medium... . 6,0 mg 1,5 mg <I mg 10,4 mg 
50imol medium.) ... 3,8 1,5 <I mg 10,0 
20 ml medium 11,5 | 9,5 23,8 28,9 
+ glass wool | | 


present in air; in general without any attempt at obtaining the maximum 
possible yield of cell material. 

Some unicellular Myxophyceae also show a marked dependence on the 
physical conditions of their environment. As has previously been men- 
tioned, they do not grow well on the surface of agar plates. If a tube 
of agar medium is uniformly inoculated with such algae, allowed to 
solidify, and incubated in the light, a dense zone of growth appears a 
few millimeters below the agar surface, with thin scattered growth below 
this. No growth occurs on the surface. The picture resembles that 
obtained with microaerophilic organisms such as Spirilla. Since micro- 
aerophilic behavior of an oxygen-producing organism in the light is 
scarcely to be expected, another explanation of this phenomenon has 
been sought. Some indication of the reason for the surface-shunning 
behavior may be found in the result of an experiment in which tubes 
of agar medium uniformly inoculated with unicellular blue-green algae 
were incubated in the light in atmospheres in which the humidity was 
reduced by the use of concentrated calcium chloride solutions. In this 
case, especially with Synechococcus cedrorum, which shows the phenomenon 
most strikingly, the zone of dense growth moved downward to a position 
about a centimeter below the agar surface. The thin growth in the lower 
parts of the agar is most likely due to a lack of CO,, which was supplied 
by the air in these experiments. 

The hypothesis that this surface-shunning behavior is due to an 
inhibiting effect of drying is supported by a consideration of the types 
of algae which show this behavior. Among the unicellular Myxophyceae 
which have been studied here, the effect is most clearly shown in Syn. 
cedrorum, which has no gelatinous sheath around it, and somewhat less 
clearly in two Chroococcus spp., which have relatively thin mucilaginous 
sheaths surrounding them. With Gloeocapsa and Aphanocapsa, which 
have abundant mucilage, good surface growth can be obtained. A similar 
situation is found among the filamentous Myxophyceae. In Oscillatoria, 
where a sheath is lacking, the filaments tend to burrow into the agar 
and grow well on the surface only when conditions are so favorable for 
growth that large masses of the algae accumulate. This phenomenon 
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may account for the rather mysterious statement of BEIJERINCK (1902) 
that Oscillatoria is microaerophilic in the dark and macroaerophilic in the 
light. In the dark, where growth is slow at best, the tendency to conserve 
moisture would cause the algae to avoid an exposed surface, while in 
the light, where vigorous growth is possible, the accumulation of large 
algal masses affords protection against drying out and the better carbon 
dioxide supply obtaining at the surface would cause the algae to con- 
centrate there. With Phormidium, or Lyngbya, where a thin sheath is 
present, the burrowing tendency still exists, but is less marked, while 
with definitely mucilaginous Nostoc and Anabaena cultures good ae 
growth is obtained and the tendency to burrow is absent. 


This apparent sensitivity of the organisms to drying may seem 
somewhat strange to those who are familiar with the notable powers 
of survival of dried cells of Myzxophyceae (cf. Lipman, 1941). In this 
connection it may be remarked that the most striking examples of sur- 
vival have been found among the spore-forming genera; further that 
the ability to survive drying is not necessarily antithetical to a require- 
ment of humid surroundings for active growth. 

In accordance with the above observations, it has been found desirable 
to maintain cultures of non-slimy unicellular Myxophyceae in liquid 
media rather than on agar slants. For the same reason, 1%, agar has 
been used in solid media for the filamentous forms, in order to make 
it easier for each alga to reach its preferred region of growth. 


The two obvious physical variables, light and temperature, have not 
been extensively investigated for these cultures, since it has been found 
possible to obtain good growth of the blue-green algae under the con- 
ditions which are used in this laboratory for the culture of other photo- 
synthetic organisms. The algae have generally been grown in a light 
incubator at a temperature of 20—25° C. For storage, stock cultures are 
kept in a window, screened from direct sunlight. These conditions are 
in general accord with those which have been used by earlier workers. 


Mineral nutrition. 


Most of the major mineral requirements of the Myxophyceae were determined by 
the early workers [cf. PRINGsHEIM (1913), GLADE (1913), MarrtTens (1914)]. Phos- 
phate, sulfate, and magnesium are generally agreed to be necessary for their growth. 
In those media to which these and other nutrients to be discussed below have not 
been added, they may be assumed to have been present in the tap water which many 
investigators have used to prepare their media. The need for iron was clearly shown 
by Boruscu (1919), but it is still an open question as to whether these algae require 
calcium. MAERTENS (1914) found this element necessary for his cultures of Oscilla- 
toria brevis, O. tenuis, and Nostoc sp., while GrRLorr et al. (1950) found it unnec- 
essary for their culture of Coccochloris peniocystis. This is probably another case 
in which there is considerable difference in the requirements of different algae. 
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Most investigators have used nitrates of one or another sort as the source of 
nitrogen. PRINGSHEIM, GLADE, and Maprrens found that their cultures would use 
nitrites and ammonium salts. The cultures studied here all grow well with ammo- 
nium salts. The experiments of ScuLéstne and LAuRENT (1892) suggested the possi- 
bility that blue-green algae could obtain their nitrogen from the air, the investi- 
gations of BrIyERINCK (1902) made the possibility into a likelihood, but there was for 
many years considerable doubt as to whether Myxophyceae could actually fix mole- 
cular nitrogen, or whether the ability of some isolates to grow in media without 
combined nitrogen was due to the activities of associated nitrogenfixing bacteria, 
This question was resolved by the work of Drewes (1928), ALLISON et al. (1937), 
Der (1939), Borrets (1940) and finally Foae (1942), which presented conclusive 
evidence for the fixation of molecular nitrogen by pure cultures of blue-green algae. 
The evidence so far available, however, suggests that nitrogen fixation is characte- 
ristic only of certain types of M yxophyceae. In BEIsERINCK’s enrichment medium, 
which contains no added nitrogen, it is Nostoc and Anabaena which develop abun- 
dantly. The cultures used in the above-mentioned critical studies on nitrogen fixa2 
tion were all cultures of Nostoc or Anabaena. In a survey of the algae cultured here; 
all the Nostoc strains available grew without added nitrogen, as did some, but not 
all, of the Anabaena isolates. The only other alga to grow well without added nitro- 
gen was Calothrix parietina. 

BENECKE in 1898 reported on a strain of Oscillaria tenuis which grew in a medium 
in which all the potassium salts had been replaced by sodium compounds. PRinGs- 
HEIM (1913) and Marrrens (1914) investigated the ability of their cultures to be- 
have in this unusual manner, but obtained only negative results. Later, EMERSON 
and Lewis (1942) found sodium to be necessary for the maintenance of steady 
photosynthesis in a Chroococcus sp., and further showed that for this alga it was 
possible to reduce the potassium concentration in the culture medium to as low as 
1 ppm. without ill effects on the growth of the alga. 


Similar observations were made in this laboratory during studies of 
the photosynthesis of Synechococcus cedrorum. In potassium buffers 
photosynthesis fell to nearly zero within 15 minutes; when sodium salts 
were added, a steady rate of photosynthesis could be maintained for 
several hours. Maximum rates of photosynthesis were observed when 
80%, or more of the alkali ion in the buffer was sodium. This observation 
Jed to an investigation of the effect of sodium and potassium on the 
growth of all the myxophycean cultures available, the results of which 
are shown in Table 4, It will be seen that certain cultures of unicellular 
Myxophyceae, as well as one Oscillatoria, not only can grow without 
added potassium, but require sodium for growth in the presence of 
potassium; the great majority of the cultures tested appear indifferent 
as to which alkali ion is the major component of their culture medium; 
and only the Nostocs require an appreciable potassium concentration for 
growth. The cultures marked * have been carried through three suc- 
cessive transfers in the sodium medium. All cultures which have been 
so treated have continued to grow, although perhaps not as fast or as 
abundantly as when K is also added. These experiments were performed with 
ordinary C. P. chemicals without further purification of the reagents, so that 
potassium was certainly present in minute amounts in all culture media. 
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Table 4. Growth in sodium and potassium media. 
Medium ALLEN 3. 


i 


(1) sodium; (2) potassium ; 
all K salts all Na salts (3) both K 
Alga replaced replaced and Na salts 
by Na salts by K salts 

Neh Sa a ee 
Synechococcus cedrorum. ... +. + 4- _ + 
Chroococcus ioe aes ift ERA + = + 

Chroococcus sp.*  . PRESS IS _ + 
Chroococcus sp. str. B. a oie + ss ct 
Acid algae a. Lp ABE Me et + + + 
Aphanocapsa sescianensis. .... . 4? + “5 
Gloeocapsa polydermatica . . 1... . + + + 
Oscillatoniaisp. str 52 * ne estes + _ + 
Oscillatoria sp.str.T5 ....... + ~ + 
Oscillatoria princeps ..... . + + Ss 
Lyngbya aestuarii... 2... oe + + + 
Dyngbyaspe stri'G"" oe we vase ee + + + 
Lyngbya sp. str. 55 + - + 
Phormidium luridum . - + + 
Phormidium foveolarum* . . + = - 
Phormidium sp. str. 25 . EE eH + ae + 
Phormidium sp. str. 76* ...... + + + 
Anabaena cylindrica . + + + 
Anabaena variabilis + + h. 
AnabacnajEper les Lay Was seine ca ao + 
Anabaena sp., str. 28a". 45 sf: . me 
Nostoc muscorum = 7 ee 
Nostoc sp. (PRinasHurs) fe + + 
Nostoc sp.str.2 .. . a + te 
Nostoc sp. str. 4 . Ae B. + 
Nostoc sp. str. 30. = Jt Es 
Plectonema notatum* . . + " i. 
Calothrix parietana + x 7d 
Unidentified str.3 . + oo + 


The only information found on the trace metal requirements of M yxo- 
phyceae is in the report of BoRTELS (1940) that molybdenum is necessary 
for nitrogen fixation by blue-green algae. In order to avoid possible 
inhibition of growth by relatively high concentration of elements such as 
copper, it has been the practice here to prepare media with glass-distilled 
water. A solution containing a conventional mixture of trace metals 
is then added to all media to take care of any possible requirements 
for such micronutrients?. 


1 The solution conn used STN per ml.: B(as H,BO,) 0.02 mg; Cu (as 
CuSO, 5H,0) 0.1; Fe [as Fe(NH,).(SO,).] 0.2; Mn (as ] MnS0, - 2H,O) 0.02; Mo 
(as [NH,].Mo0,) igh Zn (as pee . 7H,0) 0.15. — 1 ml. was used per liter of 
culture medium. 
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It has been known since the publication of Moriscu (1896) that most of the 
common soil and water inhabiting Myxophyceae prefer a slightly alkaline medium 
for growth. The first exact measurements of the effect of py were by MazrtTEns 
(1914), with his cultures of Oscillaria brevis, O. tenuis, Nostoc sp., Cylindrospermum 
licheniforme, and Calothrix stellaris. In no case was good growth obtained below 
pu 7. GERLOFF ¢¢ al. (1950) found that their Coccochloris peniocystis did not develop 
well below px 8. Similar results have been obtained with the cultures used in this 
study. Almost all of the cultures develop well at a py of 8—8.5, and do not grow 
below pu 7, although one culture (Oscillatoria A3) does not grow except in the 
highly alkaline Emerson and Lewis medium, at a py of 10—11. The other cultures 
will also develop in this alkaline medium. An exception to this general preference 
for alkaline media was found by Harper (1917) with his culture of Nostoc punc- 
tuforme, which would grow in media containing KH,PO,. An even more striking 
exception is the acid tolerant alga isolated here which grows in 1 N sulfuric acid. 


Organic nutrients. 


Because of their occurrence in polluted waters rich in organic matter; 
because of their frequent associations with other organisms; because of 
their development in habitats such as roots, where autotrophic nutrition 
appears to be excluded, the capacity of Myxophyceae for heterotrophic 
- growth and the effects of organic matter upon their development have 
long been a matter of interest. 


It has previously been mentioned that the growth of certain Myzo- 
phyceae is improved by the addition of soil extract, yeast autolysate, 
casein hydrolysate, glutamate, or citrate to the culture medium, and 
that for a few cultures such additions are necessary for the development 
of the algae. The evidence so far available, based on experiments with 
Synechococcus cedrorum, which requires organic additives for growth, 
suggests that these organic compounds are not themselves used as 
nutrients by the algae. It appears likely that their function is to form 
complexes with metallic ions and in some way not as yet understood 
make them more available to the cell. In the first place, there is the 
nonspecific character of the materials which can be used. Growth of 
Synechococcus has been obtained not only with yeast autolysate, aspar- 
tate, glutamate, and citrate, but also with acetate, butyrate, succinate, 
malate, tartrate, ketoglutarate, and glutarate. Second, the available 
evidence indicates no utilization of the organic acids by the algae. This 
has been tested with butyrate in growing cultures and with citrate in 
active cell suspensions during several hours of photosynthesis. In neither 
case was there any detectable disappearance of the organic acid. Further, 
the presence of these organic acids reduces the proportion of sodium 
which is required for maintenance of photosynthesis in Synechococcus. 
In the presence of casein hydrolysate, aspartate, or glutamate, the sodium 
requirement was cut ten to thirty fold. 
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The mechanism of action of the organic acids requires more study. | 
It has not been possible to eliminate the need for them by variations in — 


the ratio of sodium to potassium, calcium to magnesium, or all of these 
to phosphate. Neither has it been possible to replace them by the syn- 


thetic chelating agent ethylene-diamine tetraacetic acid. It also appears — 


difficult to explain the action of these materials on the sodium require- 
ment by invoking chelation. 

The ability of Myxophyceae to grow in darkness at the expense of 
organic nutrients was first reported by BovmHac (1897, 1898, 1901), 
who grew Nostoc punctiforme in the dark with sugars, and by BRuNN- 
THALER (1909), who observed development of Gloeothece rupestris in the 
absence of light at the expense of a variety of organic compounds. 


Since neither of the seauthors had pure cultures, their results, while interesting 


in that they suggest the ability of blue-green algae to compete successfully with — 


bacteria for organic nutrients, are difficult to interpret. The experiments of BRUNN- 
THALER, in particular, must be questioned, since he also reported growth of his 


Gloeocapsa on mineral media in darkness. PRINGSHEIM (1913) was not able to grow ~ 


his pure cultures in the dark, and found little, if any, stimulating effect of organic 
substrates in the light. But illuminated cultures grew well in the presence of organic 


substances, especially ‘Heydennihrstoff’. Harper (1917), on the other hand, ~ 


succeeded in growing Nostoc punctiforme (in pure culture) in the dark on various 
hexoses, di-, and polysaccharides. Organic substrates were also favorable for growth 
in the light. ALLIson et al. (1937) grew Nostoc muscorum on glucose in the dark 
and obtained nitrogen fixation under these conditions, as did Sroxss (1940). 


Of the cultures studied here, Oscillatoria sp. E 2, Oscillatoria sp. 'T5, 
Lyngbya sp. str.6, Phormidium foveolarum, Plectonema notatum, and 
Nostoc muscorum (ALLISON’s strain) grew in the dark at 25° on agar 
slants containing 5% yeast autolysate and 0.2% glucose. Most of the 
other strains beatainedt their color and apparently healthy appearance 
for weeks in the dark on this medium, but did not multiply visibly. 
Heterotrophic growth was slow, at best, about a month being required 
for clearly visible growth, In contrast to their spreading habit of growth 
in the light, cultures grown in the dark formed thick, compact masses, 
so intensely blue-green in color as to be almost black. Their low rate of 
growth has discouraged further experiments with different substrates 
and. other environmental factors. However, it appears possible that more 
isolates might be induced to grow heterotrophically and the rate of 
growth of those already observed to develop in the dark might be in- 
creased if proper conditions were found, so that the subject demands 
more investigation, 

The only alga in the present collection which grew in the dark at a 

rate comparable with that in the light was the unicellular acid tolerant 
alga. Visible growth of this alga was obtained in 3—4 days at 28°C 
and abundant cultures developed in 6—8 days. The results of experiments 
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on the heterotrophic nutrition of this organism are shown in Table 5. 
These results parallel those of HarpER with Nostoc punctiforme in 
showing best growth with sugars. 


Table 5. Growth of the acid-tolerant alga in organic media in the dark; 
carbon sources at 0.2% concentration. 


Se 


6 days 8 days 10 days 
Carbon source In 5% In mineral In 5% In mineral In 5% In mineral 
yeast aut. medium yeast aut. medium | yeast aut, medium 

-e_———e ho 
NIONG ST pepe -- + —. | <i = Sea sf 
Glucose.) .-. . ++ ++ | +4 ++ +++ “ 
Fructose... .| ++ ++ | ++ tha sede ++ 
Galactose 2 . . ++ | ieieisea aera ++ ST oe gee ts 
nactoses an sees eae = 1 ae one = se fe 
IMA IGOSE! .6 4) <+ tab uc epite |) Ware tad P(e aeag eel enaee es 
Sucrose...) H+ YUH sage a ott ++ 
Magimitole:. 4° ++ vs ++ | Et, es «seek 
Glycerol ... . . ap & ; ++ je era 
Hthanel to. .°. ++ — / ++ = ++ fe 

Na acetate... 1 a -f, = i" = 
Na succinate . . + + Po age a Jey Ea 

Na citrate .. . + ae 2S gi = fe = 
Na glycollate. .) 9 + a | an iy laa see A 
Na lactate . if se + | “s a kis 

Na glutamate. . ++ + bro aE SR + ++ ~ 


In contrast to this apparently limited ability to utilize organic sources 
of carbon for growth, most Myxophyceae which have been studied appear 
to be able readily to derive their nitrogen from organic compounds. The’ 
results of experiments with several organic and inorganic nitrogen 
sources, in the light, are given in Table 6. It will be noted that casein 
hydrolysate is an excellent nitrogen source, especially for the unicellular 
strains, and that intact casein can be used in a large number of cases. 
These results confirm those of PrryasHEm (1913), who found that 
peptone, asparagin, ‘Heydennahrstoff’, serum albumin, egg albumin, 
casein, and legumin were good nitrogen sources for his cultures. 

The cultures growing on casein were further investigated to determine 
whether they indeed possessed the property of proteolysis, which had 
not previously been reported for members of this group of organisms. 
Protein-hydrolyzing activity was tested by the method of Smrrx (1946). 
The usual mineral medium No.3 was mixed with agar and nutrient 
gelatin to a final concentration of 1% agar and 1% gelatin, poured into 
plates, and inoculated in spots with the cultures to be tested. After 
growth of the algae, the plates were flooded with a solution of mercuric 


chloride in hydrochloric acid, which coagulated undigested protein. 


| Archiy fiir Mikrobiologie, Bd. 17. 4 
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Table 6. Growth of Myxophyceae with various nitrogen sources. 
Each nitrogen source at 0.1% concentration. Medium ALLEN 3 (N omitted) as base. 


ee SS Se ened 


No ad- | Casein 
ded ni- | NaNO,| NH,Cl| hydro- | Casein| Urea 
| trogen | lysate 

Synechococcus cedrorum. . . . - + -| — | | | tick hal besieag _ 
Chroococcus turgidus . . + tees +) — ee eo a eee = 
Chroococcug 6p. 2 8s adie) a ep ee — 
Chroococtus sp.) str. Brose ae 27) Taira ae ioe ds -- 
Acid alga. no ea rey © alt, (oe: | aeeeat oie me ae — | Si sd = | + i | ‘FP 
Ostillatoria Spe 2". Ae et fe ee ee + | + a 
Oscillatoria, SpelO a.) kee eal ae fae esa 
Lyngbya aestuarw . 2 5. ss es | ( ea + + = 
Byngbya-strain’'6 7 = ee | ke On ee ed | 
Lyngbya strain.66: 6: 6. 26.02, Let Sy ee ee ee + 
Phormidium luridum. . ..... «| — | + ae, ee - — 
Phormidium foveolarum ..... «| — 2 ek + - — 
PROTON SUE: 2D te ea vite eeu ceed | poe He + = 
‘Phormidaum: str i716. 2 62) Gheedes mele + | + ~ - 
Anabaena cylindrica. «2 2. ee ef + | + | + | + 4 = 
Anabaena variabilis . .....-..| = ee cae ve ee ee — 
Anabaena sp... . a ee ee ee |e | Eh eee + _ 
Anabaena sp. str. 28a ary eee eh ea | SS + | 4 + 

NV O8LOC THUSCON WIN da wesois dou esas) och bo eT ah a se 
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Proteolytic activity, indicated by clear spots around colonies, was found 
in all the cultures which grew well on casein. All colonies were checked 
for bacterial contamination, evidence for which was never encountered. 


Problems and prospects. 


It is hoped that what has already been written will indicate that the 
isolation of pure cultures of Myxophyceae, while somewhat tedious, and 
while requiring some familiarity with the habits of the organisms for 
success, is by no means an impossibly difficult undertaking. Nevertheless, 
any improved techniques which would permit more rapid and easy iso- 
lation of cultures would constitute an important advance. For this 
reason, some experiments of GLADE (1913), which may perhaps point 
the way to a rapid isolation of pure cultures of spore-forming Myzo- 
phyceae appear worthy of mention. GLADE measured the heat resistance 
of spores of Anabaena, Nostoc, and Cylindrospermum and found that all 
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of them were capable of withstanding ten to twenty minutes heating 
at 70°C. Since, within the author’s experience, the persistent contaminants 
of Myxophyceae are not sporeforming bacteria, pasteurization may be an 
important aid to obtaining pure cultures from material containing spores. 

The nutrient requirements of those Myxophyceae which grow well in the 
soil-water cultures of PRINGSHEIM (1946, 1950), but which do not develop 
in the media of known composition so far used also demand investigation. 
The author has two such cultures, both obtained from Prof. PRINGSHEIM, 
which have not produced even limited development under any of the 
conditions which have been used for the nurture of the other algae in 
the collection. 

Finally, it may be stated that pure culture studies will not make their 
maximum possible contribution to our understanding of the M yxophyceae 
until they have been developed and simplified to such a point that this 
method of approach will be used not only by the physiologist, who may 
be willing to spend several months in the isolation of a few cultures, 
but also by the systematist as a routine part of his procedure of examina- 
tion of material. The remarks of Cuopar (1913) on the difficulties and 
dangers attendant on systematic studies of algae which do not include 
observations of cultures appear especially appropriate when applied to 
a group of organisms which have an extremely simple morphology and 
little in the way of a developmental history. The numerous times which 
GEITLER (1925) remarks ‘Die Arten sind oft schwer von einander zu 
unterscheiden’ support the view that for the Myxophyceae the intro- 
duction of cultural and physiological characteristics as a means of diffe- 
rentiating organisms appears almost as necessary as for the bacteria 
and microscopic fungi. The. results of this study suggest several criteria 
which might be useful for this purpose; the surface relations of the 
algae, their capacity for heterotrophic nutrition, their utilization of 
various nitrogen sources, to name but a few. Much work with a large 
number of cultures is required to determine which characteristics will 
be of value, but such work appears necessary if myxophycology is to 
progress past a stage which resembles that of bacteriology in the first 
half of the nineteenth century. 


It is a pleasure to thank all those who have contributed pure cultures or material 
from which pure cultures could be isolated. The continued interest of Prof. C. B. 
van Niet is gratefully acknowledged. 


Summary. 


1. Previous work on the isolation and cultivation of Myxophyceae is 


reviewed. 
2. The methods which have been used to obtain a collection of thirty 


cultures of various Myxophyceae are described. 
4* 
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3. The relation of Myzxophyceae to the physical conditions of their 
environment is discussed. It is shown that filamentous Myxophyceae 
develop better when provided with a solid substratum, and that many 
unicellular blue-green algae do not grow well on an exposed surface. 


4. Certain aspects of the mineral nutrition of Myxophyceae are dis- 
cussed. It is shown that some cultures of blue-green algae require sodium 
for growth, and that a great many others are indifferent as to whether 
sodium or potassium is the major alkali ion in the media used. 


5. It is shown that the addition of small amounts of certain organic 
materials, especially carboxylic acids, is essential for the culture of a 
few Myxophyceae and is favorable to the growth of many others. It 
appears most likely that these materials are not used as nutrients by 
the algae, but rather aid in their mineral metabolism. 


6. Several cultures of Myxophyceae are shown to have the ability to 
develop in the dark on organic media. Most of these grow slowly under 
these conditions and only one culture grows in the dark at a rate com- 
parable to its rate of growth in the light. This alga is also remarkable 
for its ability to grow in strongly acid solutions, and for the loss of 
pigments when grown in the dark. 


7. The ability of the cultures to use various nitrogen sources is exa- 
mined. Nitrate and ammonium salts are used by all isolates. Molecular 
nitrogen is used only by Nostoc, Anabaena, and Calothrix cultures. Amino 
acids are a good nitrogen source for all cultures and many can use intact 
casein. These cultures have been shown to be capable of hydrolysing 
proteins. 


Note added in proof: It has been pointed out by Dr. Francis Drover that 
the ‘acid alga’ is very similar in its morphology to Chlorella variegata BEIJERINCK. 
I have been able to confirm this similarity in morphology and developmental 
history. However, the ‘acid alga’ has the pigments characteristic of a blue-green 
alga. Not only does it contain phycocyanin, but also it possesses only chlorophyll 
a. This situation is reminiscent of the finding by Bornscn (1922) of phycocyanin 
and phycoerythrin in Palmellococcus miniatus Coop. var. porphyrea WILLE. It 
appears desirable to defer naming the ‘acid alga‘ until more can be learned of 
these algae which are morphologically Chlorophyceae but which contain the pigments — 
characteristic of Myxophyceae. 
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(Aus dem Institut fiir Pflanzenernihrungslehre und Bodenbiologie der Landwirt- 
schaftlichen Hochschule Hohenheim in Stuttgart-Hohenheim.) 


Untersuchungen iiber die Beziehungen zwischen 
Azotobactergehalt und Bodenfruchtbarkeit. 
Von 
HUBERT WICHTMANN. 

(Eingegangen am 22. Oktober 1951.) 


Es ist bei den zahlreichen, sich widersprechenden Ergebnissen von 
Azotobacter-Impfversuchen nicht verwunderlich, daB die Ansichten tiber 
die Bedeutung von Azotobacter fiir die Bodenfruchtbarkeit ausein- 
andergehen. Auf der einen Seite stehen die meist giinstigen Ergebnisse 
vor allem der russischen Forscher, die man mit ALLISON (1947) nicht 
ohne weiteres als unzuverlassig ablehnen darf; auf der anderen Seite 
zeigen die eigenen Versuche von ALLISON und Mitarbeitern (1947) — 
zum Teil mit russischen Originalimpfstoffen durchgefiihrt — sowie die 
umfangreichen Versuche von O. C. Scumipt (1948, 1949) bis in die neueste 
Zeit die Unwirksamkeit oder Unzuverlassigkeit der Azotobacter-Impfung. 
Falls es nun unter irgendwelchen Bedingungen méglich ist, durch Azoto- 
bacter einen Mehrertrag zu erzielen, scheint es berechtigt, bei einem Ver- 
sagen der Impfung von irgendwelchen Miangeln in der Versuchsanordnung 
zu sprechen, vorausgesetzt, da man den Begriff dieser Mangel ganz weit 
faBt, also alle Wachstumsfaktoren wie Boden, Klima, Pflanze und spezi- 
fische EKigenschaften des Azoetobacter-Stammes miteinbeschlieBt. Bei der 
Mannigfaltigkeit dieser Faktoren ist natiirlich die Unsicherheit eines Ur- 
teiles tiber die Beziehungen zwischen Azotobacter-Gehalt und Boden- 
fruchtbarkeit groB, und endgiiltige Klarheit kann ein Versuch dariiber 
nicht geben; auch wenn die gréBte Sorgfalt darauf gelegt wird, die fiir 
Azotobacter giinstigsten Versuchsbedingungen zu schaffen, erscheint es 
noch moglich, daB irgendein entscheidender Faktor iibersehen wird. 

Bei den eigenen Versuchen galt es, von vornherein einer Schwierigkeit 
aus dem Wege zu gehen. Wie man aus den Arbeiten von PoscHENRIEDER 
(1930, 1949) und Srarc (1943) ersieht, gehen die Meinungen dariiber aus- 
einander, ob Azotobacter in der Rhizosphire der Pflanzen giinstige 
Lebensbedingungen findet. Auch russische Forscher (FrDoRov, 1945) 
sind der Ansicht, da eine Wirkung von Azotobacter davon abhingig sei, 
ob sich die an den geimpften Samen befindlichen Azotobacter-Keime in 
der Rhizosphare durchsetzen oder nicht. Um Azotobacter bei den eigenen 
Versuchen auf jeden Fall das Ubergewicht im Boden zu verschaffen, 
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wurde versucht, ihn durch besondere Zufuhr in den Boden stark zu ver- 
-mehren. Es gait also, 1. Azotobacter im Boden anzureichern, 2. das 
Verhalten von Azotobacter im Boden zu beobachten, 3. die Wirkung 
einer vortibergehenden oder dauernden Azotobacter-Anreicherung auf den 
Ertrag festzustellen. 


Bestimmend fiir die Wahl der Versuchsbedingungen war die Absicht, die ver- 
schiedenen Moglichkeiten einer Azotobacter-Wirkung zu beriicksichtigen. Kine 
Stickstoffwirkung (SHELouMovA, 1933) konnte sich am besten in den GefaBen ohne 
Stickstoffdiingung zeigen, die Férderung des Pflanzenwachstums durch Wuchs- 
stoffe (KRONBERGER, 1949) vielleicht nur bei gentigender N- oder besonders guter 
P-Versorgung. Hine nahrstoffaufschlieBende Wirkung (Kas, 1929) dagegen mubte 
man bei,,ungediingt‘‘ am besten messen kénnen, und eine erhéhte Widerstandskraft 
gegen schadliche Hinfliisse im Sinne der russischen Forscher Brrezova und Mit- 
arbeiter (1938) konnte sich iiberall zeigen, wenn tatsachlich irgendwelche Schadi- 
gungen — vielleicht durch den wiederholten Anbau der gleichen Frucht — auf- 
traten. ; 

Als Versuchspflanze diente Senf, der nach Untersuchungen von Hintner (1915) 
und PoscHENRIEDER (1929, 1930) fiir eine Azotobacter-Impfung besonders geeignet 
scheint. 

Zur Anreicherung von Azotobacter wurde ein ,,angepaBter‘’ Handelsimpfstoft fiir 
Cruciferen verwendet und zum, Vergleich eine Azotobacter-Rohkultur — gewachsen 
in Brtsertncxkscher Mannitnahrlésung — hinzugezogen. Mit 1 g Handelsimpfstoff 
wurden jedem behandelten Gefa8 iiber 10 Millionen Azotobacter-Keime hinzugefiigt. 
Die Untersuchung wurde auf 2 verschiedenen, in Tab. 1 gekennzeichneten Boden, 
vorgenommen. 


Tabelle 1. Die verwendeten Boden und deren Eigenschajten. 


| Filderboden Albboden 
Geologische Entstehung Lias, WeiBjura, 
und Herkunft Institutsgelande Hohenstadt bei 
Hohenheim Geislingen/Steige 
mg P,0O,1 je 100g Boden 0,4 Peel 
mg K,O f (Lactatwerte) 5,7 9,8 
riray L5G) Rome eb 5,20 6,93 
Ne | Be EOeP so. d2. 6,57 7,67 
schwerer Lehmboden aus | Lehmboden aus der Acker- 
Besonderes dem Untergrund einer | krume, durchsetzt mit 
landw. nicht genutzten | zahlreichenunverwitterten 
Flache. Stiickchen kohlensauren 
Kalkes. 


WeiBgestrichene TongefaBe von 25cm Tiefe und Durchmesser, austariert mit 
etwa 2kg Grobsand. Sie erhielten eine Fiillung von 8 kg Boden und 4 kg Fein- 
sand, eine Mischung, die zur VergréSerung und Stabilisierung des Porenvolums 
angebracht schien. Mit beiden Béden und je 4 Wiederholungen wurden die PK- 
und NPK-Glieder, das Kernstiick des Versuchs, angelegt, wahrend fiir NP,K, 
N,PK und ,,ungediingt“ nur der Albboden mit je 3 Wiederholungen benutzt wurde. 

' Die PK-Grunddiingung, bestehend aus 0,8 g P,O,; und 1,8 g K,0, wurde in Form 
yon Thomasphosphat und Kalidiingesalzen, gemischt aus Kaliumsulfat und Kainit, 
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gegeben wegen ihres Gehaltes an im Boden vielleicht fehlenden Hochleistungs- 
stoffen. Die NPK-GefaBe erhielten zuziiglich 0,5 gN als NH,NO;, die NP,K- 
Glieder zu dieser Volldiingung weitere 0,8 g P,O, als Superphosphat beim Ansetzen 
des Versuchs und die N,PK-Glieder weitere 0,5 g N als NH,NO, als Kopfdiingung. 
Um eine vielleicht vorhandene Diingewirkung des Impfstoffes zu erfassen, wurde 
den GefaBen ,,ungeimpft-ungediingt’ 1 g sterilisierten Handelsimpfstoffes hinzu- — 
gefiigt. 

Eine Ubersicht iiber die Diingungs- und Behandlungsweisen gibt der Versuchs- — 
plan in Tab. 2, in dem die einzelnen Reihen mit den Abkiirzungen angefiihrt sind, 
die im spiteren Text angewendet werden: fiir die Diingungsweisen die Ziffern von 
I—V, fiir die Behandlungsweisen die Buchstaben U = ungeimpft. Ro = Azoto- 
bacter-Rohkultur, Ha = Azotobacter-Handelsimpfstoff. 


Tabelle 2. Versuchsplan. 


ooteetiaaeny é ae | See = Tenge 
PKeDuingunp sme ene I—U I—Ro Ia 
NPK (Volldimgung) . .. | II—U II—Ro IIl—Ha 
Volldiingung, P verdoppelt II—vUu III—Ro nicht durchgef. 
Volldiingung, N verdoppelt |. IV—U IV—Ro nicht durchgef. 
UNngequngh ese mee oes V—U | nicht durchgef. V—Ha 


1 Fiir die Uberlassung der benutzten Azotobacter-Rohkultur sowie fiir die An- 
leitung zum bakteriologischen Arbeiten in seiner Abteilung sei Herrn Dr. BurciK 
und dem Direktor des Botanischen Instituts, Herrn Prof. Dr. WALTER, auch an 
dieser Stelle bestens gedankt. 


Die Versuche des Jahres 1949. 


In der Reihenfolge ,,Ungeimpft, Azotobacter-Rohkultur, Azotobacter-Handels- 
impfstoff‘* wurde der Versuch am 5.,6.und 7. Juli angesetzt. Hierbei erhielt die 
erste Gruppe je 75 cm*® BriyertncKsche Mannitnihrlésung, die zweite je 75 cm® 
einer Azotobacter-Rohkultur, gewachsen in der gleichen Nahrlésung, und die dritte 
je 1 g Handelsimpfstoff in ebenfalls der gleichen Menge BrtsERtNcKscher Mannit- 
nahrlésung. 


Vegetationsbeobachtungen und Ernteertrage 
der 1. und 2. Tracht 1949. 


Am 12.7. mit Senf angesit, zeigte der Versuch beim Auflaufen und 
ersten Wachstum der Pflinzchen keine, bis zum 27. 7. nur Unterschiede 
zwischen mit und ohne Stickstoffgabe. Zur besseren Luftzufuhr wurden 
jetzt die durch das Giefen gebildeten Krusten mit abgeflammten Glas- 
stiibchen oberflichlich gelockert und die GefiBe seitdem durch die seit- 
lichen Luftrohren begossen. Auch im weiteren Wachstum zeigten sich 
keine erwihnenswerten Unterschiede zwischen geimpft und ungeimpft 
auBer bei Diingung II-Ha Filderboden, die gegen IT-U und II-Ro beacht- 
lich besser stand. Als am 22. 8. der Versuch bei Bliihbeginn geerntet 
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5) 
wurde, waren bei diesen Pflanzen die Keim- und unteren Laubblitter 
bereits im Stadium des Vergilbens, wiihrend die Pflanzen der Diingung 
TI-Ha noch in vollem Wachstum standen. 

Am 23.8. wurden die GefaiBe erneut saatfertig gemacht. Der Boden wurde bis 
zu einer Tiefe von etwa 20 cm ausgehoben, die Wurzelmasse zerschnitten und das 
Ganze gut vermischt ins GefaB zuriickgegeben. Um eine Bakterientibertragung zu 
vermeiden, wurden zuerst die ungeimpften, zuletzt die geimpften GefaBe bearbeitet. 
In der 2. Tracht wurde auf das obenerwahnte Brechen der sich beim GieBen bil- 
denden Bodenkruste verzichtet, da vermutet werden kcnnte, da die zum Teil 
hohen Streuungen der Ernteergebnisse in der 1. Tracht auf diese Bodenbearbeitung 
zuruckgingen. 

Unterschiede zeigten sich auch in der 2. Tracht zwischen den Reihen 
mit und ohne Stickstoff (Nachwirkung), waihrend die verschiedenen Be- 
handlungsweisen auch diesmal keine Wirkung erkennen lieBen. Die Diin- 
gung II-Ha auf Filderboden blieb ab 15. 9. mehr und mehr hinter ihren 


Tabelle 3. Ernteertrage von Senf 1949 in g Trockenmasse; N-Gehalt in mg und %. 


Zeichen sien Baa g Trockenmasse N-Gehalt 
und Diingung 1. Ernte 2. Ernte 1. u.2. Ernte mg in % 
Filderboden 
I—U ungeimpft 8,8 + 0,49) 5,1 + 0,25) 13,8 + 0,32} 179,2 1,29 
I—Ro Ke Az.-Rohkult.| 8,1 + 0,05) 5,8 + 0,33] 13,9 + 0,28] 179,4 1,29 
I— Ha Az.-Handel 8,0 + 0,17) 5,1 + 0,08} 13,1 + 0,18] 168,1 1,29 
LU ungeimpft 19,5 + 1,21) 15,7 + 0,61} 35,2 + 0,63} 464,0 1,32 
Il—Ro | NPK | Az.-Rohkult.| 16,9 + 1,01) 19,0 + 1,03} 35,9 + 1,10) 453,1 1,26 
II]—Ha Az.-Handel | 21,0 + 0,83} 9,7 + 0,65] 30,7 + 0,79] 455,1 1,48 
Albboden} 
I—U ungeimpft 8,7 + 0,21} 5,8 + 0,12] 14,5 + 0,42) 185,4 1,28 
I—Ro PK Az.-Rohkult.| 6,6 -- 0,17) 5,0 + 0,12} 11,5 + 0,21) 151,9 1,32 
I—Ha Az.-Handel 8,3 + 0,42} 4,8 + 0,28] 13,0 + 0,40) 165,9 1,28 
JI—U ungeimpft 14,8 + 0,45] 18,2 + 0,38) 33,0 + 0,60) 466,2 1,41 
Ii——Ro NPK | Az -Rohkult.| 14,6 + 0,92) 18,1 + 0,22) 32,7 + 0,67) 433,6 1,33 
Il—Ha Az.-Handel | 13,4 + 0,46] 18,3 + 0,36} 31,6 -- 0,32) 433,5 1,37 
TI—U ungeimpft 20,7 + 0,38] 14,1 + 1,98} 34,8 + 1,60) 463,0 1,33 
TIL—Ro f NP2K | 4, -Rohkult.| 20,8 + 2,76] 11,5 + 3,00] 32,3 -£ 9,23] 452,9 1,40 
IVv—U ungeimpft 21,8 at 0,74) 22,4 + 0,63) 44,3 + 0,18] 706,6 1,60 
IV—Ro [ NePK | 4, -Rohkult. |22,8 + 1,68 |19,2 + 2,35] 42,0 + 0,63) 688,9 1,64 
V—U ungediingt] ungeimpft | 6,8 + 0,61] 3,8 + 0,26] 10,6 + 0,32] 173,2 1,64 
V—Ha unged. Az.-Handel 5,1 + 0,29) 3,4-+0,19| 8,5 + 0,25| 149,6 1,76 


1 J—Ha und IJ—Ha auf Albboden erhielten den Impfstoffzusatz 


in Wasser 


statt in BerseRtncKscher Mannitnahrlosung; der Vergleich mit den entsprechenden 
Reihen des Filderbodens ergibt kein klares Bild von einer etwaigen Nebenwirkung 
der in der Nahrlésung enthaltenen Menge von 1,5 g Mannit auf den Ertrag. 
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Vergleichsreihen zuriick, so da die oben geschilderte Azotobacter-Wir- 
kung in der 1. Tracht wohl nicht einer besseren Stickstoffversorgung 
(Stickstoffbindung) durch Bakterien, sondern einer staérkeren Ausnutzung 
des Bodenvorrats zuzuschreiben ist. — Ernte bei Bliihbeginn am 4. 10. 


Tab. 3 zeigt, daB die Azotobacter-Impfung keine Erh6hung der Ernte- 
ertrige in der 1. und 2. Tracht brachte. Vergleicht man die Gesamt- 
ertrige der geimpften mit denen der ungeimpften Reihen, so stellt man 
eher die Tendenz zu einer Ertragsverminderung fest, denn nur in zwei 
Fallen — bei I-Ro und II-Ro Filderboden — erreichen die Ertrage der 
geimpften jene der ungeimpften GefiBe. Wie die N-Analysen in Tab. 3 
zeigen, ist auch weder eine Erhéhung des Stickstoffgesamtertrages noch 
des Prozentgehaltes durch die Impfung eingetreten. 


Beobachtungen tiber das Verhalten von Azotobacter im 
1. Versuchsjahr. 


Ks sollte versucht werden, den EinfluB der verschiedenen Behandlungs- 
und — wenn mdéglich — auch Diingungsweisen auf den Azotobacter-Be- 
stand der beiden Béden zu ermitteln, um die durch die Bodenimpfung zu 
erwartende Anreicherung und die im Laufe der Vegetation méglichen 
Veranderungen zu erfassen. 


Zur Bestimmung des Azotobacter-Gehalts wurde das Verdiinnungsverfahren, 
kombiniert mit der elektiv wirkenden BrtyERtNcKschen Mannitnihrlésung, ver- 
wendet. Diese Methode liefert zwar keine absoluten Keimzahlen, ist aber nach den 
Erfahrungen von DiaGcE.i (1924) wesentlich besser geeignet als das Anlegen 
quantitativ gehaltener GuBkulturen mit Mannitagar. Dabei wurde in der 1. und 
in der 2. Tracht im Abstand von etwa 14 Tagen je ein Gefa8 aller Versuchsglieder 
untersucht. Wie aus folgendem Schema ersichtlich, liegen die Parallelbestimmungen 
im einzelnen Gefa dann etwa 2 Monate auseinander: 


Versuchsglied PK-ungeimpft auf Filderboden; 
Daten der Untersuchung des Bodens auf Azotobacter. 


Gef. Nr. | 1. Tracht | 2. Tracht 
111 HAS Pe? i 13.9. 
ig 5. 8. TO. 
113 19.8. 11. 10. 


DaB hier die Methodik bis ins einzelne beschrieben wird, scheint nach 
allgemeiner Erfahrung nétig, wurde doch gerade beziiglich der Bakterien- 
zihlung im Boden festgestellt (Smrrm, 1925, Lounis-GLaTun, 1935), daB 
die angewendete Methode die Ergebnisse stark beeinflussen kann. 

: Bei der Entnahme der Bodenproben galt es, sorgfaltig darauf zu achten, daB 
eine Bakterientibertragung unterblieb. Mit abgeflammtem Bodenprobenehmer 
wurden an mehreren Stellen Teilproben aus einer Tiefe von 0—20 em entnommen 
und in sterilen Wageglaschen mit abgeflammtem Glasstibchen griindlich vermischt. 
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Das Gewicht der Glaschen mit Inhalt wurde festgestellt, darauf mit abgeflammtem 
Substanzloffel etwa 5 g entnommen und in 100 cm? sterile Mannitnahrlésung ein- 
gebracht. Durch Abspiilen des Substanzloffels in der Nahrlésung wurden auch etwa 
anhaftende Bodenteilchen erfaBt; die entnommene Menge Boden wurde durch Riick- 
wiegen der Wageglaschen ermittelt. 

Um genaue und vergleichbare Werte zu erhalten, wurde nach dem Anlegen der 
Verdiinnungskulturen jede Bodenaufschwemmung durch ein Sieb gelassen und 
der Anteil der Bodenteilchen iiber 0,5 mm Korngré8e bestimmt; dieser Wert wurde 
von der ursprtinglichen Einwaage abgezogen. AuBerdem wurde der Wassergehalt der 
Proben festgestellt und beriicksichtigt. Die Bodeneinwaage in den Tab. 4—6 gibt 
also die Menge Bodentrockensubstanz unter 0,5 mm Korngr6Be an, die zur 
Herstellung der Aufschwemmung verwendet wurde. Die Angabe der Verdiinnungs- 
stufe in Form der Zahlen 2, 3, 4 usw. bezieht sich dagegen stets auf 1 g Rohboden 
bei einer ungefahren Gesamteinwaage von 5 g Rohboden im Jahre 1949 und 10 g 
Rohboden im Jahre 1950 und bedeutet einheitlich die Verdiinnungen 1: 100, 
1: 1000, 1: 10000 usw. Zuletzt wurde zur Herstellung der Bodenaufschwemimung 
also die doppelte Menge Boden verwandt als im Vorjahre, schien es doch méglich, 
durch héhere Bodeneinwaagen die Genauigkeit der Ergebnisse zu erhohen, was aber 
nicht der Fall ist, wie Tab. 6 zeigt. 

Zur Herstellung der Aufschwemmung bereits die BrtseRINCKsche Mannitnahr- 
losung statt des sonst tiblichen Leitungswassers zu nehmen, erschien angebracht, 
um das von anderen Autoren (HILTNER, 1903, WaKsMAN, 1927) berichtete Abnehmen 
der Keimzahlen wahrend langeren Stehenlassens der Aufschwemmung zu vermeiden. 
Es ist allerdings nicht wahrscheinlich, da Azotobacter in dieser Hinsicht ebenso 
empfindlich ist wie andere Organismen. Als spater die Aufschwemmung in Leitungs- 
wasser gemacht wurde, war kein HinfluB auf die Az.-Zahlen festzustellen, obschon 
zwischen EKinwiegen der Bodenproben und Anlegen der Verdtinnung — dazwischen 
40 minutiges maschinelles Schiitteln — eine Zeitspanne von 2 Std lag. 

Die Verdiinnungskulturen wurden in 100 cm? ERLENMEYER-K6lbchen mit 
25 cm? BrtseRtncKscher Mannitnahrlosung angelegt, die eimen Zusatz von 2% 
Erdextrakt erhielt. Eine 20minutige Sterilisation der Ko6lbchen im Dampftopf 
erwies sich als ausreichend. Die stets vorhandenen Parallelen zeigten nie Wachstum 
von Azotobacter. 

Bei einer Bruttemperatur von 28—30° C zeigten sich schon bald die ersten 
Unterschiede zwischen geimpft und ungeimpft. Nach 3—4 Tagen bemerkte man 
eine zunehmende Triibung der geimpften Kulturen bei Verdiinnung von 1 : 20, die 
anscheinend durch im mikroskopischen Praparat zahlreich vorhandene, Azotobacter- 
ahnliche, etwa 1 « groBe Kokken hervorgerufen wurde. Meist bildete sich nach 
6—10 Tagen bei den geimpften Kulturen dieser Verdiinnungsstufe eine zusammen- 
hangende Azotobacter-Kahmhaut mit manchmal gelblich schleimigem, manchmal 
pergamentartigem Aussehen. Sie enthielt hauptsachlich typische, gekornte Azoto- 
bacter-Zellen mit deutlicher Membran. 

Eine solche Kahmhaut trat bei den ungeimpften Kulturen nie auf; hier war 
nach 10 Tagen starke Blasenbildung verbunden mit Buttersauregeruch wahrnehm- 
bar. Typische Azotobacter-Zellen, die nach 6—7 Tagen ohne Schwierigkeiten im 
mikroskopischen Priparat noch gefunden wurden, konnte man nach 10 Tagen hier 
kaum mehr feststellen. 

In der Art der Kahmhautbildung (Verdiinnung 1 : 20) bei geimpft waren insofern 
Unterschiede vorhanden, als die mit der Azotobacter-Rohkultur geimpften Reihen 
manchmal am Schlu8 der Beobachtungszeit — also nach 12 Tagen — eine mehr 
oder minder starke braune bis schwarze Pigmentbildung zeigten, die bei geimpft 
mit Handelsimpfstoff nie eintrat. 
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Die héheren Verdiinnungen lieBen ein Wachstum von Azotobacter 
makroskopisch nicht immer erkennen. Meist wurde eine leichte Triibung 
in der Nahrlésung erzeugt, manchmal auch ein Schleimring am Glase, 
doch Sicherheit tiber die Gegenwart von Azotobacter konnte stets erst die 
mikroskopische Priifung ergeben, da bisweilen auch eine nicht durch ihn 
hervorgerufene Triibung eintrat und manchmal auch die Triibung in 
Azotobacter-haltigen Kulturen ausblieb. Auch im mikroskopischen Pra- 
parat war es oft nicht leicht zu entscheiden, ob eine Kultur Azotobacter 
enthielt oder nicht; es waren oft schemenhaft blab-gefarbte Organismen 
mit Azotobacter-Ahnlichkeit zu sehen, unter denen man bisweilen nach 
erst sehr sorgfiltiger Beobachtung typisch gekornte Azotobacter-Formen 
mit deutlicher Zellmembran feststellen konnte. Bemerkenswert ist weiter, 
da mehrmals in einer héheren Verdiinnung, z. B. 1 : 100000, Azotobacter 
festgestellt werden konnte, waihrend er in der niedrigeren, z. B. 1 : 10000, 
fehlte- bzw. nur in einer der beiden Parallelen vorhanden war (derartige 
Befunde sind in den Tabellen iiber den Azotobacter-Bestand der Boden 
eingeklammert angegeben). 

Da Schwierigkeiten bei der Entscheidung, ob Azotobacter in einer Kul- 
tur vorhanden war oder nicht, oft auftraten, wurde nach einer Verbesse- 
rung des Verfahrens gesucht. Wenn irgendwelche antagonistische Effekte 
eine Rolle spielten, hatte sich der Zusatz keimfreier Filtrate, gewonnen 
aus solchen Kulturen, in denen Azotobacter gut gewachsen war, zu der 
sterilen Nahrlésung giinstig auswirken kénnen. 

Kulturen der Verdiinnungsstufen 1:20 und 1: 100, die durch Kahmhaut bzw. 
Triibung und mikroskopische Priifung sich als besonders reich an Azotobacter aus- 
wiesen, wurden mit dem Filtrierapparat von SErrtz mit entsprechenden EK-Filtern 
abfiltriert. Zur Sterilisation wurde der Apparat auf einen mit Wattebausch ver- 
schlossenen Erlenmeyer-Kolben von 200 cm® aufgesetzt und 1 Std bei 160—170°C 
im HeiBluftsterilisator gehalten. Die Filtration der ziemlich dickfliissigen Kulturen 
ging nur sehr langsam vonstatten; obwohl mit 2-3 Atm. Uberdruck gearbeitet 
wurde, lief das wasserhelle Filtrat nur tropfenweise ab. Erst in 2—3 Std sammelten 
sich kaum 100 cm$ der klaren Fliissigkeit an. Hiervon wurden je 1 cm? in die sterili- 
sierten, mit Naihrlésung versehenen Kélbchen mit steriler Pipette eingebracht. 

Tatsichlich forderte der Zusatz von solchem Filtrat das Wachstum von 
Azotobacter in auffallender Weise. Mit Filtrat versehene Kélbchen der 
Verdiinnungsstufe 1:20 bildeten auch bei ungeimpft eine typische Azoto- 
bacter-Kahmhaut, und bei den héheren Verdiinnungen der geimpften 
Reihen trat bei Filtratzusatz eine stiirkere Triibung bzw. sogar eine 
leichte Kahmhautbildung ein. Doch wurden Versuche in dieser Richtung 
bald wieder aufgegeben; es zeigte sich namlich, da& der Filtratzusatz in 
Kontrollréhrchen mit Bodenextrakt -+- 2° Mannit Wachstum hervorrief. 
Unter den verschiedenen Formen fielen vor allem zahlreiche Kokken von 
etwa | GroBe auf, die sich von Azotobacter dadurch unterschieden, daf 
sie kleiner waren und nicht in den sonst beobachteten Zellver banden,. 
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sondern meist als Mono- oder auch Diplokokken auftraten. Auch fehlten 
die charakteristischen Schleimhéfe um die Zellen. Allerdings nahmen 
diese Kokken im Laufe von 5 Wochen an Gré8e zu, so daB sie von 
Azotobacter kaum mehr zu unterscheiden waren. 

DaB keine normalen Azotobacter-Zellen in dem auf oben beschriebene Art ge- 
wonnenen Filtrat vorhanden waren, geht daraus hervor, daB sich bei wiederholten 
Versuchen kein Wachstum von Azotobacter auf Bodenextraktagarplatten zeigte. 
Vielmehr wuchsen bei 28° C auf der Oberflache der mit 1 cm? Filtrat gegossenen 
Platten einzelne kleine Kolonien gramnegativer Mikrokokken, die sich mit Carbol- 
Fuchsin gut und einheitlich farbten. Dieselben Mikrokokken wuchsen auch bei 
spateren Filtrationsversuchen, bei denen die Azotobacter-haltigen Kulturen vor- 
filtriert und anschlieBend hei nur 1 Atm. (Konricu, 1938) keimfrei filtriert wurden. 
Die Mikrokokken wuchsen tippig auf Kartoffelagar. 

Auch der Zusatz von 0,05% Agar, der nach Ripper (1936) das Wachstum 
von Azotobacter in Nahrlésungen verbessert, brachte keine befriedigenden 
Ergebnisse; es zeigte sich ein stiirkeres Wachstum auch anderer Bakterien, 
ohne da Azotobacter in diesen Rohkulturen speziell gefordert worden wire 
(bei den R.’schen Versuchen handelte es sich um solche mit Reinkulturen). 
Einwandfrei war das Wachstum von Azotobacter makroskopisch erst 
erkennbar in Asuspy-Nahrlésung oder in BrtyERtNcKscher Niahrldsung, 
der man die von BorTELS (1936) angegebenen Mengen Molybdan zusetzt. 


Diskussion der Versuchsergebnisse aus dem Jahre 1949. 


Die Tab. 4 und 5 bringen die Ergebnisse der bakteriologischen Unter- 
suchungen. Sie zeigen, daB es gelungen ist; den Azotobacter-Gehalt beider 


Tabelle 4. Azotobacter im Filderboden Juli—Oktober 1949. 
2—5 = Verdiinnungsstufen (2 = 1:100 usw.) 


Ungeimpft Az.-Rohkultur Az,-Handelsimpfstoff 
Behand- 
lung und Boden= "| “zotob.- |. Bodenein- Azotob.- | Bodenein- | Azotob.- Datum 
Diingung ae g Gehalt waage g Gehalt waage g Gehalt 
ee etal a I ek Sa ee Ni SE A ae i Se ee 
S05) 2—3 3,85 3—4 3,50 38—4(5)| 19.7. 
3,39 4 3,98 3—4(5) 3,30 4 13.9; 
K 3,50 2 3,46 3-4 3,31 4 5) (ok 
P 3,42 2 3,56 2—3 4,02 4 27, 9. 
3,31 2 3,58 2—3 3,30 3—4 19. 8. 
3,29 2 ahe35f/ 4—5 3,23 4 11. 10. 
3,82 2—3 Bll 3—4 (5) 3,68 54 
Sys! 2 Sal 4—5 3,18 3—4 
x 3,43 2 3,62 3—4. 3,65 3 wie 
pd 3,16 2 3,98 3 3,54 4 oben 
3,52 2 3,53 38—4 3,67 3—4 
3,64 2 3,02 4 2,94 4—5 
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Béden durch die Impfung betrachtlich zu erhéhen, ohne da8 sich aller- 
dings ein positiver Einflu8 auf das Pflanzenwachstum feststellen lieBe. — 
AuBer in zwei Fallen hat sich die Anreicherung von Azotobacter auf die — 
Ernteertrage sogar negativ ausgewirkt (vgl. dazu Tab. 3). 


Tabelle 5. Azotobacter im Albboden, Juli—Oktober 1949. 
1—5 = Verdiinnungsstufen (2 = 1: 100 usw.). 


Ungeimpft Az,.-Rohkultur Az.-Handelsimpfstoff 
Behand- 
lung und} Boden- | 4,506. | Bodenein- | Azotob.- | Bodenein- | -Azotod.- | Datum 
Diingung ceags . Gehalt waage g Gehalt waage g Gehalt 
3,64 2 3,56 3 3,63 3 py etl 
3,29 1 3,10 4 3,51 3—4(5) | 14.9. 
PK 3,52 1 3,79 2 328 2—3 6. 8. 
: 3,03 2 Bs | 4 3,45 4—5 28. 9. 
2,70 1 3,06 2—3 | 2,67 3 20. 8. 
3,41 1 2,98 4—5 3,35 5 12. 10. 
3,07 3 3,59 3—4 Peet ik 34 
2,83 1 3,09 4—5 3,40 4—5 
3,62 1 Sa 2—3 2,66 Py wie oben 
NEE fi) 13,06 1 2.88 4 2,62) | 4-8 
3,24 2 2,83 3 2,85 4 
2,81 1 3,45 a 2,79 4—5 
3,80 2 4,00 4 
2,63 1 3,20 3 
3,01 1 3,40 3—4 . ie : 
NP,K 2-65 1 3.17 nicht ausgefiihrt | wie oben 
3,15 1 3,10 
2,59 1 3,48 3 (5) 
3,74 3 4,24 4 
2,90 2 2.90 3 
= Fae ee 3,67 os 3,95 = ; P : 
N,PK 2.73 9-3 3. a 3 3 nicht ausgefiihrt wie oben 
2,67 2 3,66 3 
2,81 1 2,80 3 
3,05 2 3,40 3 
2,45 1 2,99 s+ 
unge- 2,91 2—3 ; “ 4,06 ae F 
diingt | 3.04 1 nicht ausgefiihrt 2. a ie 5 wie oben 
3,10 1 . 3,34 3 
2,96 1 2,34 4 


——— 
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Aus den Bodenuntersuchungen geht ferner hervor, da sich die Unter- 

3 schiede im Azotobacter-Gehalt zwischen geimpft und ungeimpft im 

Laufe der Vegetation nicht geindert haben. Eine Wirkung der verschie- 
denen Diingungsweisen und des Pflanzenwachstums auf die Azotobacter- 
Zahlen konnte mit Hilfe der angewandten Methodik nicht nachgewiesen 
werden, vielleicht weil das angewandte Verdiinnungsverfahren tatsiich- 
lich vorhandene kleine Unterschiede nicht erfassen kann. Doch auch 
ganz abgesehen von der Ungenauigkeit der Verdiinnungsmethode, die 
durch die groBen Abstiinde von einer Verdiinnungsstufe bis zur nachsten 
gegeben ist, befriedigt die Genauigkeit der Ergebnisse nicht. Vergleicht 
man die Kinwaagen mit den Azotobacter-Zahlen und ferner bei den ein- 
zelnen Tépfen die Ergebnisse der ersten Untersuchung mit denen der 
zweiten, so kann man weder hier noch dort eine Erklirung fiir die oft 
nicht geringen Unterschiede in der Keimzahl bei den gleichen Behand- 
lungsweisen und in denselben GefiBen finden. 

Trotz diesen UnregelmaBigkeiten steht die Erhohung des Azotobacter- 
Gehaltes in allen geimpften Reihen auf beiden Béden auBer Zweifel, und 
es ist erstaunlich, daB sie nicht zu einem Mehrertrag gefiihrt hat. Bei der 
ersten Ernte hatte man annehmen kénnen, daf Azotobacter zwar tiatig 
gewesen und Stickstoff aus der Luft assimiliert hatte, daB dieser Stick- 
stoff aber noch in den Azotobacter-Zellen festgelegt sei. Da sich aber der 
darin enthaltene Stickstoff nach Eneut (1931) im Boden verhaltnismaBig 
rasch umsetzt, hatte man wenigstens zur zweiten Ernte ein anderes Er- 
gebnis erwartet, ganz abgesehen davon, da nach KostyTscHEw und 
SHELOUMOW(1931) sowie WINOGRADSKY (1935) Azotobacter auch im leben- 
den Zustand Ammoniak bilden und so vielleicht den Pflanzen direkt zur 
Verfiigung stellen kann. Wie jedoch aus den Ergebnissen der Stickstoff- 
analysen in Tab. 3 hervorgeht, ist kein Mehrertrag an Stickstoff ein- 
ge treten. 

Da keine Schadigungen der Pflanzen durch Krankheiten aufer bei 
einem — allerdings geimpften — Topf auftraten, war nicht festzustellen, 
ob Azotobacter die Widerstandsfaihigkeit der Pflanzen erhoht. Auch eine 
Wuchsstoffwirkung war nicht festzustellen. 


Die Versuche des Jahres 1950. 


Mit halber Wassersattigung wurden die Vegetationsgefafie im Herbst 1949 in 
einen kiihlgelegenen Keller des Instituts zum Uberwintern eingestellt. — Am 20. 
und 21. 2. 1950 wurden die GefaBe zur nunmehr 3. Ansaat hergerichtet. Da unter 
den bisherigen Bedingungen die Azotobacter-Impfung und -Anreicherung Wachs- 
tum und Ertrag der Pflanzen nicht giinstig beeinfluBt hatte, wurde die Wirkung 
einer Molybdanzugabe in die Versuchsfrage miteinbezogen, falls ein Mangel an 
diesem fiir die Stickstoffbindung so wichtigen Element (BorTELs, 1937) Azotobacter 
gehemmt hatte. Und zwar erhielten die Reihen II, IV und V mit Albboden eine 
Gabe von 0,5 g Natriummolybdat. Eine sonstige Diingung erfolgte vorlaufig nicht.— 


— 
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Die Ansaat am 21. 2. beim Filder- und am 25. 2. beim Albboden erfolgte wiederum 
mit Senf, um bei etwa eintretenden Fruchtfolgeschiden die Azotobacter nachgesagte 
Erhohung der Widerstandsfahigkeit gegen pflanzenpathogene Keime beobachten 


zu k6nnen. 
1 


Vegetationsbeobachtungen 1950: 


Bei der am 26. 2. eintretenden und bis zum 5. 3. anhaltenden Wetter- 
verschlechterung mit Schnee und tiefen Temperaturen erfolgte das Auf- 
laufen nur zégernd, obwohl der Versuch im geschiitzten, allerdings un- 
geheizten Glashaus untergebracht war; Unterschiede traten dabei nicht 
auf. Bis zum 10. 3. machte sich die Wirkung der Molybdandiingung durch 
eine blaue Verfarbung der Blatter bemerkbar. Am 19.3. erhielten die 
Stickstoffreihen eine Gabe von 0,5 g N als NH,NO, (beim Filderboden 
irrtiimlich die Reihe 1 statt IT). Unterschiede zwischen geimpft und un- 
geimpft wurden nicht beobachtet. Am 23.3. war bei dem geimpften 
GefaB 129 das, Auftreten einer FuBkrankheit festzustellen; 12 in Farbe — 
und Wachstum sonst normale Pflanzen zeigten gleich tiber dem Boden 
auf einer Strecke von etwa 1 cm eine deutliche Einschnirung und eine 
Art Verschorfung am Stielchen; infolgedessen waren die Pflanzchen um- 
gefallen. Gegen die tibrigen Reihen blieb ungediingt zuriick. 

Am 25. 3. war ein geringer Vorsprung der geimpften Tépfe des Alb- 
bodens II-Ro, II-Ha, III-Ro und IV-Ro vor den ungeimpften Vergleichs- 
gefaBen sichtbar, der in den nachsten Tagen bei den mit Stickstoff und 
Molybdian gediingten GefaiBen zunahm. Besonders die im Vorjahre dop- 
pelt mit Phosphorsiure versehene GefaiBgruppe III-Ro zeichnete sich 
durch kraftigeres Blatt aus und rief dadurch den Eindruck eines viel 
volleren Bestandes hervor. Dagegen kiimmerten die Pflanzen bei den 
ungeimpften GefaiBen der Reihen IIT und IV gleichmaBig. — Am 29. 3. 
machte sich die Wirkung der Stickstoffdiingung bemerkbar. — Am 3. 4. 
hatte der Vorsprung der geimpften Stickstoff-Molybdin-GefaBe weiter 
zugenommen. Die doppelt mit P gediingte Reihe III stand besser als die 
im Vorjahre doppelt mit N gediingte Reihe [IV (um im Vergleich zur 
Reihe IT beim Albboden die Wirkung des Molybdins erfassen zu kénnen, 
wurde in diesem Jahre auf die zusiitzliche N-Gabe verzichtet). Auch die 
abnormale Anthozyanfiirbung der Pflanzen war bei der (friiheren) NP,K- 
Reihe am meisten zuriickgegangen, wihrend sie bei den ungediingten 
GefaBen nach wie vor anhielt, verbunden mit Erscheinungen des Kiim- 
merns und Vergilbens. Der bessere Stand der Pflanzen auf ITI-Ro und 
IV-Ro war augenscheinlich auf eine Wirkung der Azotobacter-Impfung 
und -Anreicherung zuriickzufiihren; der Vergleich mit den anderen 
Diingungsweisen mufte zu dem SchluB fiihren, daB Molybdan, Phosphor- 
siure und Stickstoff diese Wirkung férdern, ja anscheinend erst ermég- 
lichen. Dabei war die Blattfarbe der geimpften Pflanzen eher heller als 
dunkler, ein Befund, der nicht auf eine Stickstoffwirkung von Azotobacter 
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hinwies. Die GefiBe ohne N-Diingung zeigten deutlichen Stickstoff- 
_mangel. Die fuBkranken Pflanzen im Topf 129 gingen bemerkenswerter- 
weise nicht ein, sondern erholten sich und standen schlieBlich den anderen 
Pflanzen in keiner Weise nach. 

Der Vorsprung der geimpften, mit Molybdan gediingten Pflanzen blieb 
auch in den nachsten Wochen bestehen, nahm aber nicht mehr weiter zu. 
Am 17. 4. iibertrafen III-Ro und IV-Ro die ungeimpften Parallelen im 
Langenwachstum um 4 cm = 20%. Bei den ungediingten GefiiBen er- 
holten sich einige Pflanzen, die meisten jedoch kiimmerten bis zum 
SchluB weiter. Auf dem Filderboden waren nirgends merkbare Unter- 
schiede zwischen geimpft und ungeimpft. — AuBer bei III-Ro und IV-Ro 
war auch am 29.4. kein Unterschied zwischen geimpft und ungeimpft 
sichtbar, doch schien deren Vorsprung etwas geringer geworden zu sein. 
Bei der Ernte am 11. 5. waren die Pflanzen auf Filderboden in voller, auf 
Albboden bei beginnender Bliite. 

Die Ertrage aller geimpften Diingungsweisen liegen mit Ausnahme von 
I-Ha beim Filder- und I-Ro beim Albboden hoher als die der ungeimpften 
(vgl. Tab. 8, S. 74). Mengenmafig ist der Vorsprung der mit Molybdin 
gediingten GefaBeruppen III-Ro und IV-Ro am gréBten; der Mehrertrag 
betragt hier 3,9 g = 15% (gesichert) bzw. 4,0 g = fast 17% (wegen der 
hohen Streuung nicht gesichert). Prozentual liegt der Mehrertrag von 
I-Ha auf Albboden mit 0,8 g = fast 21% (gesichert) am héchsten. Der 
Minderertrag von I-Ha auf Filderboden betriagt 2,4 ¢g = 10% und ist 
ebenfalls gesichert. Aus dem Vergleich der Reihen III-U und ITI-Ro mit 
II-U und II-Ro auf Albboden geht eine ertragsteigernde Wirkung der 
Molybdindtingung mit Deutlichkeit hervor. 


pechackiangen tuber das Verhalten von Azotobacter im 
2. Versuchsjahr. 


Um die Schwierigkeit bei der Bestimmung der Azotobacter-Zahlen zu beseitigen, 
wurden wahrend der Wintermonate, unter Beriicksichtigung des Molybdanbedarfs 
von Azotobacter, Versuche mit verschiedenen Nahrlésungen gemacht. Es zeigte sich, 
daB von den gepriiften Lésungen (BrtsERINcKsche Mannitlosung und AsHBy- 
Nahrlésung, in denen zum Vergleich der Brauchbarkeit anderer Kohlenhydrate 
Mannit durch Glucose ersetzt wurde) die Mannitnaéhrlésung nach Asupy am besten 
geeignet war, worauf PurscHEeNKo (1930) schon frither aufmerksam machte. 
Die Asupy-Nahrlésung weist einmal den Vorteil auf, da sie Wachstum von 
Azotobacter makroskopisch durch eine starke Triibung und Kahmhautbildung ein- 
wandfrei erkennen 148t, und zum anderen den, da8 sie eine Buttersauregarung stets 
verhindert. Wie Vorversuche zeigten, war es mit AsHpy-Nahrlésung + 0,005% 
Natriummolybdat ohne weiteres méglich, die Verdiinnungen in Reagensrdhrchen 
mit je 5 cm? Nahrlésung statt mit 25 cm* in den bisher benutzten ERLENMEYER- 
Kolbchen durchzufiihren, was die Untersuchungen sehr erleichterte. 

Die Ergebnisse der Bodenuntersuchungen enthalt die Tab. 6. Die 
Azotobacter-Zahlen der geimpften Reihen liegen nach wie vor hoéher als 
die der ungeimpften, doch kénnte man beim Vergleich der Ergebnisse der 
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Bodenuntersuchungen aus dem Jahre 1950 mit denen im Vorjahre an- 
nehmen, da®B die Azotobacter-Gehalte wihrend des Winters bei den ge- 
impften Tépfen stark zuriickgegangen sind. Zwar zeigen die Ergebnisse 
nach wie vor einen héheren Gehalt der geimpften Tépfe, aber das Wachs- 
tum in den héheren Verdiinnungen wie im Vorjahre ist nur in Ausnahme-/ 
fallen eingetreten. 

Wie ein Kontrollversuch zeigt, liegt den neu ermittelten Azotobacter-_ 


Zahlen jedoch kaum eine Veranderung im Bakteriengehalt des Bodens’ 
. 


+ 
. 
| 
. 
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Tabelle 6. Azotobacter im Filder- und Albboden Marz—Mai 1950. 
2—5 — Verdiinnungsstufen (Verdiinnungsstufe 1 wurde nicht ausgeftihrt; 


= 1: 100 usw.). 
Ungeimpft Az.-Rohkultur Az.-Handelsimpfstoff ; 
Behand- 
pra ier Azotob.- Boden- Azotob.- Boden- Azotob.- Datum 
waage Gehalt einwaage Gehalt einwaage Gehalt 
Filder- 
boden 
5,68 2° 9,49 3—4 7,05 2—3(4) | 20.3. 
NPK 6,42 2 6,20 2 6,58 2 3. 4. 
5,02 — 6,02 3 5,76 2—3 17. 4. 
5,63 — 6,24 2—3 4,87 2 23/52 
6,45 2 6,48 3 6,13 2—3 
PK 6,52 2 7,69 2—3 5,56 2 wie oben 
5,84 — 5,60 2—3 5,93 2 
5,31 — 5,64 2 6,55 2—3 
Albboden 
5,38 — 6,45 3—4 5,89 2—3 21.3 
PK 4,93 — 5,41 2—3 5,24 2—3 4.4. 
5,23 2 5,37 2—3 4,91 2 18. 4. 
5,17 — 5,94 3—4 5,14 2—3 2.5 
6,06 2 5,58 3—4 5,91 2—3 
5,51 — 5,73 4 5,84 2 wie 
NPK 6.57 — 5,82 2—3 4,88 2—3 vorher 
5,27 2 5,37 2 5,23 2—3 
5,24 2 4,96 33 21.3% 
NP,K 5,35. 2 5,03 2—3 fehlt 4.4, 
+Molyb.| 5,64 _- 5,33 2—3 18. 4. 
5,01 2 4,98 3 wie 
N,PK + | 5,08 2 5,34 3 fehlt vorher 
Molybd. 5,94 — 5,35 2 
5,38 p2 5,21 2—3 
unged, +-| 5,31 2 fehlt 5,59 2 wie 
Molybd. 5,73 — 5,58 | 2—3 vorher . 
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zugrunde. Vielmehr miissen die Unterschiede auf die Verschiedenartig- 

_keit der benutzten Nahrlésungen zuriickgefiihrt werden, denn mit Brt- 
JERINCKScher Nahrlésung wurden auch in diesem Jahre die héheren 
Azotobacter-Zahlen des Vorjahres erhalten. Auch ergaben die Unter- 
suchungen eines neu angelegten Impfversuches, bei dem die gleiche 
Menge des gleichen Handelsimpfstoffes angewendet wurde, in ASHBY- 
Nahrlésung die gleichen Ergebnisse wie die Untersuchungen der geimpf- 
ten Topfe des Vorjahres. 


Was die Sicherheit der Ergebnisse anbelangt, so findet man auch hier das eigen- 
artige ,, Uberspringen“ einer Verdiinnungsstufe. Man kénnte annehmen, der Grund 
hierfiir liege in einer mangelnden Sorgfalt beim Anlegen der Kulturen. Dem wider- 
spricht als erstes die Tatsache, daB diese ,,Spriinge‘‘ niemals gréRer als eine Ver- 
diinnungsstufe sind, also die Abweichungen nie weit auBerhalb der Reihe liegen. 
Weiterhin wurde zur Beantwortung der Frage, inwieweit aus der Luft einfallende 
Azotobacter-Keime Fehler in die Zahlung hineinbringen kénnen, folgender Versuch 
angestellt: Es wurden zweimal zwei Verdiinnungsreihen mit je 7 Réhrchen ange- 
legt; 14 R6hrchen wurden wie gewéhnlich mit einem Wattebausch verschlossen, 
14 blieben offen. 

Mit Wattebausch verschlossen a) Azotobacter-Wachstum in Verdiinnung von 
1: 100. b) Azotobacter-Wachstum in Verdiinnung von 1: 100 und auch noch in 
einer Parallele 1 : 1000. 

Unverschlossen: a) Azotobacter-Wachstum in Verdiinnung 1: 100 und auch in 
beiden Parallelen 1: 1000. b) Azotobacter-Wachstum in Verdiinnung 1: 100. 

Die héheren Verdiinnungen von 1: 10000 und 1: 100000 zeigten nirgends 
Azotobacter-Wachstum, was man als Zeichen dafiir nehmen darf, daf eine Verun- 
reinigung durch Luftkeime nicht eingetreten war. Allerdings zeigt auch dieser 
kleine Versuch UnregelmaBigkeiten ahnlich denen der anderen Untersuchungen. 


Der bei den vorjahrigen Untersuchungen beobachtete Unterschied 
zwischen den beiden Impfstoffen zeigte sich auch in AsHpy-Nahrlosung; 
in den Rohrchen von mit Azotobacter-Rohkultur geimpften Reihen war 
die Pigmentbildung immer starker als in den Rohrchen mit Azotobacter- 
Handelsimpfstoff, wo sie bisweilen ganz unterblieb. Statt dessen war das 
Azotobacter-Wachstum in den letztgenannten Kulturen fast stets mit 
einer hellgriinen Verfarbung der Nahrlosung verbunden. 

Zur Sicherung der Ergebnisse waren in den Wintermonaten ebenfalls 
Versuche mit der Plattenmethode unternommen worden. Das Platten- 
gu verfahren lieferte keine brauchbaren Ergebnisse. Die Keime wachsen 
teils im Agar, teils auf dem Agar, ein Umstand, der die GleichmaBigkeit 
des Kolonienwachstums stort und die Zahlung erschwert. Das andere 
Verfahren, eine kleine Menge der zu untersuchenden Fliissigkeit auf 
der bereits erstarrten Platte auszustreichen (LEHMANN-NEUMANN, 1926), 
diirfte dagegen gerade fiir Azotobacter-Zahlungen geeigneter sein. 

Perrrti-Schalen, die zur schnelleren Abkiihlung und zur Vermeidung der sonst 
sehr starken Kondenswasserbildung auf einer Glasplatte standen, wurden mit etwa 
10 cm? Mannitagar nach LenmMann-NEUMANN (1927) beschickt. Um eine Verun- 


reinigung zu vermeiden, wurde darauf verzichtet, die Platten zum Abtrocknen in 
5* 
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den Brutschrank zu stellen. — Die Ausstriche wurden bald nach dem Erstarren’ 
des Agars mit 0,1 cm® der zu untersuchenden Verdiinnungskultur nach der Methode 
von JAKoBsTHAL hergestellt. — Die dabei stets vorhandenen Kontrollen wurden 


mit 0,1 cm? steriler Nahrldsung ausgestrichen und zeigten nie Wachstum von— 
Azotobacter-Formen. Sie blieben meist steril, nur selten wurde eine Schimmel- 
pilzintektion und einmal eine Mikrokokkenkolonie festgestellt. . 
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen waren insofern iiberraschend, 
als sich in den meisten Fallen Kolonien mit Azotobacter-Formen noch von. 
den Ausstrichen der Verdiinnung 1 : 100000 entwickelten, wahrend sich 
bei den Ausstrichen aus 1: 10 ein grauer Belag auf den Platten bildete. | 
Weiter bestand bei den Platten aus Verdiinnung | : 100000 kein Unter- 
schied zwischen geimpft und ungeimpft, wie Tab. 7 zeigt. | 


Tabelle 7. Befunde dev Ausstrichplattenkulturen. . 


; eaieires, PON crore 
Zeichen und Boden Poe is ( 
Verdiinnung 
angelegt | beobachtet a * 5 
am bis 
1—Ro 1: 100000 4.4, ME gl: 1 — 
I—U | Filder 1 — — 
I—Ha 1 — — 
1I—U . | 2 4 2 
UI Alb 1: 100000 U8v4 xiao dO. 55s — = _ 
IlI—U 2 3 - 
I—Ro Filder 1 2 fehlt 
I—U Filder 1: 100000 2.5 3.6 1 4 fehlt 
II—Ha Alb 3 — | fehlt 
I—Ro Filder — — | fehlt 
I—U_ Filder 1: 1000000 2.5. 3. 6. — — | fehlt 
I—Ha Alb 1 — | fehlt 


Daf die Platten die lange Zeit bis zu tiber 4 Wochen beobachtet werden 
konnten, lag daran, daB sie nicht im Brutschrank, sondern im Labor aufbewahrt 
wurden, wo einmal die relative Luftfeuchtigkeit um 20 und mehr Prozent héher 
war, so da die Platten nicht so schnell austrockneten, und wo zweitens die sonst 
oft storenden Schimmelpilze nicht so gut wuchsen. Entgegen der normalen Beob- | 
_achtungszeit von 4 Tagen wurden die Platten linger aufbewahrt, weil die Kolonien 
im Vergleich zu normalen Azotobacter-Kolonien sehr viel langsamer heranwuchsen. 
Weiter stellte sich heraus, da bei einer kiirzeren Beobachtungszeit und unter den 
Bedingungen des Brutschranks einige Organismen anscheinend nicht zur Kolonien- 
bildung kommen, die bei Zimmertemperatur und -Luftfeuchtigkeit anwachsen. 
SchlieBlich zeigte sich, daB einige Kolonien im Laufe der Zeit ihren Charakter 
anderten, d. h. dafS nach 4 Wochen einige Kolonien sich zu groBen Kolonien mit 
typischen <Azotobacter-Formen umgewandelt hatten, die bei der ersten Unter- 
suchung nach 5 Tagen ein ganz anderes Aussehen mit anderen Bakterienformen 
aufwiesen. Nur in wenigen Ausnahmefillen enthielten die spater aus Azotobacter- 
Formen bestehenden Kolonien diese Formen schon bei der ersten Untersuchung; 
fast immer entwickelten sie sich aus Kolonien, die zuerst unregelmaBig geformte 
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langere oder kiirzere Stabchen oder auch Kurzstabchen ohne erkennbare Zellmem- 
_ bran enthielten. Beachtenswert ist, da& andere Kolonien gleicher Art ihre Formen 

nicht wie oben beschrieben, veranderten, sondern bis zuletzt ihr Aussehen bei- 
behielten. Fast ausnahmslos dagegen wiesen die zuerst ganz einheitlichen Kolonien 
am Ende der Beobachtungszeit morphologisch verschiedene Bakterien auf. 

Es erhebt sich nun die Frage, ob es sich bei den beobachteten Azoto- 
bacter-Formen tatsichlich um Azotobacter handelt. Auf Grund der Er- 
gebnisse der Plattenkulturen miiBte der Azotobacter-Gehalt der Béden 
etwa bei 1 Million/g Boden liegen, und Unterschiede zwischen geimpft 
und ungeimpft waren nicht vorhanden, wogegen nach dem Verdiinnungs- 
verfahren die geimpften GefaBe nur einige tausend, die ungeimpften 
héchstenfalls einige hundert Azotobacter-Keime bzw. -Kolonien je 1g 
Boden enthielten. 


Zur Beantwortung dieser Frage sollte zunachst Late werden, ob 
die Flissigkeitskulturen der Verdiinnungsstufe 5 nicht doch Azotobacter 
enthielten, wenn sie auch nicht das starke Azotobacter-Wachstum, auf- 
wiesen wie die unteren Verdiinnungsstufen. Im mikroskopischen Pri- 
parat waren jedoch keine typischen Azotobacter-Zellen vorhanden, son- 
dern nur vereinzelt Azotobacter-ahnliche Organismen, denen stets die 
Azotobacter kennzeichnende koérnige Zellstruktur fehlte und die manchmal 
auch etwas unregelmaBige Formen aufwiesen. Daf aber die Verdiinnun- 
gen von | : 100000 tatsachlich die oben beobachteten Azotobacter-Formen 
enthielten, zeigte sich, wenn man mit der Platindse eine Spur der Fliissig- 
keit auf Mannitagar iibertrug. Auf dem zuerst grau-waBrigen Schleim 
des Ausstrichs, der zuerst keine Azotobacter-Formen enthielt, begann 
sich nach etwa 10 Tagen ein grauweiBer Uberzug zu bilden; zugleich 
beobachtete man jetzt unter. dem Mikroskop die gekornten Ovale, welche 
von normalen Azotobacter-Zellen nicht zu unterscheiden waren. Das Auf- 
treten dieser Formen setzte nicht in allen Ausstrichen gleichzeitig ein, 
doch waren nach vier Wochen mehr oder minder zahlreich iiberall diese 
Azotobacter-Zellen vorhanden, wie wiederholte Untersuchungen aller Kul- 
turen der Verdiinnungsstufen 1: 100000 ergaben. Ausstriche aus Kon- 
trollréhrchen blieben dagegen stets steril. 

Vorausgesetzt, daB es sich bei den beobachteten Azotobacter-Formen 
tatsiichlich um Azotobacter handelt, miBten nach diesen Ergebnissen die 
Differenzen zwischen den Befunden des Plattenkultur- und denen des 
Verdiinnungsverfahrens dadurch bedingt sein, daB Azotobacter auf Man- 
nitagar giinstigere Lebensbedingungen vorfindet als in Mannitnahrlosung, 
da naimlich auf den Platten Keime zu Kolonien heranwachsen, die in den 
Fliissigkeitskulturen versagen. Nach den Erfahrungen von Wewnzz (1934) 
und Die@cxErti (1924) ist es jedoch gerade umgekehrt; z. B. befriedigten 
die Versuche letztgenannten Autors, die Zahl von Azotobacter mit Hilfe 
von GuSkulturen festzustellen, nicht, ,,da nur ein bescheidener Prozent- 
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satz jener durch die Verdiinnungsmethode in der Nahrlésung nach- 
gewiesenen Azotobacter-Keime auf dem Agar zur Kolonienbildung 
schritt’*, und es erhebt sich abermals die Frage, ob es sich bei den Azoto- 
bacter-Formen der Plattenkulturen tatsichlich um dieselben, normalen 
Azotobacter-Organismen handelt, welche in N-freier Nahrlésung zur Kahm- 
hautbildung befihigt sind. Fiir die Ubereinstimmung spricht die morpho- 
logische Ahnlichkeit der Organismen, wie auch die Beschaffenheit des 
Kolonienwachstums: Gro8, schleimig, grauweiB, kornig, teilweise mit 
radiiren Streifen und etwas briunlichem Pigment (BREED, 1948; LEH- 
MANN-NEUMANN, 1927). Demgegeniiber steht die Tatsache, daf sich die 
Azotobacter-Kolonien der Platten aus Kolonien entwickelt haben, die 
anfinglich keine Azotobacter-Formen enthielten. Beachtenswert ist ferner, 
daB innerhalb 24 Std starkes Wachstum eintrat, wenn man diese ,,Azoto- 
bacter“‘-Kolonien in Bouillon tibertrug, wahrend Bouillon normalerweise_ 
ein fiir Azotobacter chroococcum vollig ungeeignetes Medium darstellt, so 
da die ,,Bouillonsterilitat einer Kultur als Zeichen seiner Reinheit gilt. 
Allerdings soll auch Léunts zuweilen ansehnliche Azotobacter-Entwick- 
lung in Bouillon beobachtet haben, waihrend Stapre und RuscHMANN 
(1924) einen solchen Fall nicht feststellten. Zuriickiibertragen auf Mannit-_ 
agar, wuchsen im Ausstrich aus den Bouillonréhrchen wieder die gleichen 
Azotobacter-Formen. 


Gegen eine grundsitzliche Verschiedenheit k6nnte man auch die Un- 
regelmaBigkeiten des Azotobacter-Wachstums in den Verdiinnungskul- 
turen anfiihren, das Auftreten der ,,Spriinge“ und die manchmal schlechte 
Ubereinstimmung im Azotobacter-Gehalt gleicher GefiBe und Reihen. 
Auch bekommt man andere Ergebnisse, wenn man die Verdiinnungskul- 
turen nicht im Brutschrank, sondern bei Zimmertemperatur lange genug 
aufbewahrt. So wurden bei der Bodenuntersuchung am 3. April 1950 
von den Reihen II-Ro und II-Ha auf Albboden Parallelen bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Wiihrend sich Azotobacter im Brutschrank 
bei der ersten Reihe bis zur Verdiinnungsstufe von 1: 10000 und bei der 
zweiten bis 1 : 100 durchsetzte, wiesen die bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassenen Kulturen am 5. Juni eine Azotobacter-Kahmhaut noch bei- 
1: 100000 bzw. 1: 1000 auf. 


Dieser Versuch war auf einen Hinweis von LOun1Is unternommen, der mitteilt, 
daB tiefe Temperaturen die Bildung sogenannter Azotobacter-Regenerativformen 
fordern. Nach Lounis und Smirx (1916, 1923) soll namlich Azotobacter wie auch 
andere Bakterien einen sogenannten Lebenszyklus mit verschiedenen Wuchsformen 
durchlaufen, was aber von Lewis (1937) entschieden bestritten wird. 


Auf Grund der Annahme, da8 die Lounisschen Wuchsformen auch im 
Boden vorkimen, wiire eine Erklarung der eigenen Befunde nicht schwie- 


rig. Denn trotz der nach der Verdiinnungsmethode eindeutig erwiesenen 
Unterschiede im Azotobacter-Gehalt kénnte der Bestand an irgendwelchen 
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andern Azotobacter-Wuchsformen im Boden gleich sein, und die Unregel- 

_maBigkeiten in den Ergebnissen des Verdiinnungsverfahrens kénnten 
durch eine aus bisher unbekannten Griinden unregelmaBige Regeneration 
dieser Wuchsformen zu normalem Azotobacter ihre Erklirung finden. 

Trotz dieser so naheliegenden Erklirungsméglichkeit reichen die mit- 
geteilten Befunde zu einer solchen Stellungnahme nicht aus. Vielmehr 
stellte sich — was die Ergebnisse der Plattenkulturen angeht — bei wei- 
terer Kultivierung dieser Azotobacter-Formen ein eindeutiger Unterschied 
zu Azotobacter chroococcum heraus. War schon das Wachstum der Azoto- 
bacter-Formen auf den Platten ungewohnlich langsam, so versagten sie 
bei Ubertragung in fliissige N-freie Medien ganz. Sie wuchsen weder bei 
der gewohnlichen Temperatur von 28° © noch bei héheren noch bei tie- 
feren Wirmegraden, weder in Rein- noch in Mischkultur, weder mit 
Mannit noch mit Glucose noch mit Starke als Kohlenstoffquelle. Das 

_Einhangen eines Streifens Filtrierpapier oder die Kultivierung auf Gips- 
blécken blieben ebenso erfolglos wie die Zugabe von Azotobacter-Filtrat. 
Die Ubertragung einer Ose Bakterienmaterials aus einer Azotobacter- 
Kahmhaut dagegen erzeugte tiberall Azotobacter-Wachstum. 

Gleichzeitig mit den Versuchen, diese Azotobacter-Formen in fliissigen 
Medien zur Entwicklung zu bringen, wurde deren Wachstum auf festen 
Substraten gepriift. Die Organismen wuchsen gut auf Bouillon- und 
N-haltigem Kartoffelagar, welche nach LOunis die Azotobacter-Regene- 
ration fordern sollten und vielleicht auch die Stickstoffbindefahigkeit 
hatten anregen konnen. Jedoch blieben noch so haufige Passagen im 
Wechsel mit N-freiem Mannitagar nach LEHMANN-NEUMANN ohne Er- 
folg. Das Wachstum auf letztgenanntem Substrat war stets so gering, 
da man eine Stickstoffbindung nicht annehmen konnte. SchlieBlich sei_ 
noch erwahnt, daB vier eben dieser von Herrn Dr. BurctxK in die Samm- 
lung des Bot. Instituts tibernommenen Stamme nach kurzer Zeit ein- 
gingen. 

Nun ist aus zahlreichen Untersuchungen bekannt, da’ die Stickstoff- 
bindung keine wesentliche Funktion von Azotobacter ist; bei Vorhanden- 
sein von geeignetem gebundenem N zieht er diesen dem Luftstickstoff 
vor. Ferner — und das scheint ein besonders wichtiger Punkt bei der 
Beantwortung der Frage nach der Existenz nichtstickstoffbindender 
Azotobacter-Formen — wird verschiedentlich berichtet, daB Azotobacter 
unter gewissen abnormen Bedingungen seine Fahigkeit zur Bindung des 
Luftstickstoffs verlieren kann. 

StumBo und Garvey (1938) stellten in umfangreichen Untersuchungen fest, daB 
nach 108tagiger Kultur auf bis zu 4% N-haltigem Substrat 18 von 49 gepriiften 
Azotobacter-Stammen die Fahigkeit zur Bindung des Luftstickstoffs einbiBten. Da 
jedoch die Angaben dariiber fehlen, ob die benutzten Azotobacter-Stamme auf Rein- 


heit getestet wurden, scheinen diese Befunde nicht ausreichend, die Existenz nicht- 
stickstoffbindender Stamme zu beweisen, abgesehen von der weiteren Feststellung 
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der Verfasser, da® diese Staémme unter geeigneten Kulturbedingungen eine wenn 
auch geringere Stickstoffbindungsfahigkeit wiedererlangten. RIPPEL und FISCHER — 
(1946) beobachteten nach geniigend zahlreichen Passagen auf Nitrat-haltigem — 
Substrat eine Depression der N-Bindung, wenn Azotobacter auf N-freien Nahrboden — 
zuriickiibertragen wurde. Diese Depression bezog sich jedoch nur auf den zeitlichen — 
Verlauf der N-Bindung, nicht auf die absolute Héhe und verschwand nach spatestens — 
4 Passagen auf Nahrbéden ohne Stickstoff. Bei den Untersuchungen von DEN © 
DoorEN DE Jong (1938) iiber das Verhalten von Azotobacter unter abnormen Lebens- — 
bedingungen wurde nach Kultivierung auf N-haltigen festen Nahrbéden keine blei- — 
bende Veranderung beobachtet, dagegen verlor nach Kultivierung in fliissigen — 
Medien einer von 6 Azotobacter-Stammen die N-Bindungsfihigkeit. Jedoch ergab 

es sich, daB einige Kolonien eines Ausstrichs dieser Kultur das Vermégen zur — 
Stickstoffbindung zuriickgewinnen konnten. 


Fiir die bei den eigenen Untersuchungen beobachteten Azotobacter- 
ahnlichen Organismen ohne N-Bindung ergibt sich hieraus mit genugen- 
der Sicherheit, daB es sich nicht um Azotobacter chroococcum handeln 
kann. Die Beobachtungen geben einen neuen Hinweis fiir die Schwierig- 
keit, Azotobacter auf Grund seiner morphologischen Eigenschaften zu er- 
kennen. Bei derartigen Befunden scheint es angebracht, die N-Bindungs- 
fihigkeit — vielleicht sogar die Héhe der N-Bindung, fiir die FiscHErR 
(1950) unter optimalen Bedingungen bei 70 gepriiften Stammen (mit 
einer Ausnahme) 17,5 mg N/je g Mannit einheitlich feststellte — als ein- 
deutiges Kriterium fiir Azotobacter zu fordern und zwischen Azotobacter- 
Formen und Azotobacter chroococcum scharf zu unterscheiden, solange 
den morphologischen Befunden nicht die entsprechenden physiologischen 
Beweise gegentiberstehen. 


Den Einwand, da diese Unterscheidung nicht beriicksichtigt worden ist, mu 
man z. B. den Mitteilungen von MairscHEwsky (1948, 1949) iiber die Anpassungs- 
fahigkeit von Azotobacter chroococcum machen. An und fiir sich wiirden diese Ar- 
beiten nur eine Vermutung von LOunts bestitigen, daB die verschiedenen Azoto- 
bacter-Wuchsformen auch durch eine verschiedene physiologische Leistungsfahigkeit 
ausgezeichnet sind; doch diirften die Behauptungen MatrscHrwskys zu sehr auf 
morphologische Befunde gestiitzt sein, um als bewiesen zu gelten. Zum Beispiel 
beimpfte die Autorin sterilisiertes Kartoffelschalensubstrat mit ihrem Azotobacter- 
Stamm ,,Azotobacter Karlsruhe dissoziiert‘*. Nach einiger Zeit wurde beobachtet, 
daB die Azotobacter-Zellen sich stark verandert hatten und Formen von kleinen, 
runden oder etwas linglichen kokkenférmigen Zellen annahmen, die eine energische 
Garung des Substrats verursachten. Zuriickiibertragen auf N-freien Mannitagar, 
zeigte der Azotobacter-Stamm schénes Wachstum, was MALTsCHEWSKY als Beweis 
dafiir annimmt, da der Azotobacter-Stamm nach dieser Dissoziation seine Fahigkeit 
zur N-Bindung nicht verloren hat. Ebenso naheliegend diirfte allerdings die An- 
nahme sein, daB unter den iibertragenen Organismen neben den ,,Dissoziations- 
formen“ auch unveranderte Azotobacter-Zellen vorhanden waren, die ohne Zweifel 
in der Lage sind, alle ,,Anpassungsformen“ in kurzer Zeit zu iiberwuchern. Es sei 
auch darauf hingewiesen, da® die zur Cellulosezersetzung befahigten Anpassungs- 
formen Marrscuewskys sich in Fliissigkeitskulturen genau so wenig zur Stickstoff- 
bindung befahigt erwiesen wie die in vorliegender Arbeit beobachteten Umwand- 
lungsformen. Wenn dagegen dieselben Organismen in der ersten Generation auf 
Platten, auf denen sie zunichst ebenfalls nur eine schwache Entwicklung einer 
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farblosen Schleimschicht zeigten, im Verlauf des Wachstums doch eine braune 
Farbung erhielten und nach den mikroskopischen Beobachtungen aus ,,normalem 
Azotobacter’ bestand, kann das weder als Beweis dafiir gelten, daB diese » gelbe 
Kultur aus umgewandeltem Azotcbacter bestand noch dafiir, daB es sich bei den 
als , normaler Azotobacter‘ angesprochenen Organismen tatsachlich um Azotobacter 
handelte. Gegen eine solche Beweisfiihrung sprechen sowohl die Beobachtungen 
MALTscHEWSKYs iiber das Versagen dieser Kultur in fliissigem, N-freiem Medium 
als auch die eignen Beobachtungen tiber das Wachstum der ,,Azotobacter-Formen‘. 
Zur letzten Mitteilung der Autorin tiber Azotobacter als Ursache des Obstverderbs 
sei nur darauf hingewiesen, daB nach ihren Angaben das Wachstum der fraglichen 
Kultur auf Platten schwach blieb und die stickstoffbindende Fahigkeit durch einen 
Tropfen Peptonlosung angeregt werden muBte. Nahere Angaben iiber dieses Stick- 
stoffbindungsvermégen fehlen!. 

Auch die Arbeiten von Léunts lassen beziiglich der Stickstoffbindungsfahigkeit 
der beobachteten Umwandlungsformen jede nahere Angabe vermissen, was — wie 
schon die russischen Forscher Dianowa und WoroscHiLow a (1931) in einer Arbeit 
tiber azotobacterahnliche Bakterien im Boden feststellten —, eine nicht un- 
wichtige Liicke in seinen Ergebnissen darstellt. Ihnen gegeniiber erscheint eine 
gewisse Skepsis gerechtfertigt, solange den zahlreichen (vgl. auch PRAzMowsgKI, 1912 » 
u. JONES, 1913) morphologischen Befunden nicht die entsprechenden physiologischen 
Beweise gegeniiberstehen. Ob man die auch sonst (DUGG@Ett, 1924; Wenz, 1934) 
festzustellenden UnregelmaBigkeiten der kulturellen Azotobacter-Zahlverfahren 
in Richtung auf einen Lebenszyklus deuten darf oder aber sie auf methodische 
Schwierigkeiten zuriickfiihren mu, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten. 


Diskussion der Gesamtergebnisse. 

Obschon die durch Impfung erzielten Mehrertrage der dritten Ernte zum 
Teil recht beachtlich waren (Tab. 8), ergibt sich in den Gesamtertragen 
kein besonders giinstiges Bild fiir Azotobacter. Im ganzen gesehen hat die 
festgestellte Anreicherung des Bodens mit Azotobacter aus der Rohkul- 
tur einen unbedeutenden, in keinem Fall gesicherten Mehrertrag ge- 
bracht, mit Azotobacter aus dem Handelsimpfstoff in einigen Fallen 
ebenfalls einen geringen Mehrertrag, in anderen jedoch einen Minder- 
ertrag, der bei Diingung II-Ha auf Filderboden fast 4 g Trockenmasse 
(entsprechend 10%) ausmachte. 

Vergleicht man die Stickstoffaufnahme der geimpften und ungeimpf- 
ten Reihen miteinander, so stellt man fest, daB die Azotobacter-Anreiche- 
rung keine bessere Stickstoffversorgung der Pflanzen zur Folge hatte. 
Auch der recht beachtliche Mehrertrag der geimpften Reihen des Alb- 
bodens in der 3. Tracht von durchschnittlich 12,6% 1i8t sich nicht auf 
eine hdhere Stickstoffaufnahme zuriickfiihren, wie die Ergebnisse der 
N-Analysen zeigen. Die Impfversuche von ALutson (1947) zeigen, da 
Azotobacter auch dann den Pflanzen keinen Stickstoff lieferte, wenn mit ~ 
der Impfung geniigende Mengen stickstoffarmer Pflanzensubstanz in 
den Boden gebracht wurden. 

1 Beziiglich der — nicht vorhanden gewesenen — Reinheit des von Mat- | 
TSCHEWSKY zu den beiden ersten Untersuchungen benutzten Staémmen vgl. SToLp 
und SPEYER (1952). 


Tabelle 8. Ernteertrige der 3. Tracht 1950 und Gesamtertrage aus 3 Senfernten 


Zeichen Behandlung 
und Diingung 
Filderboden 
[—U : ungeimpft 
I—Ro Fee Az,-Rohkult. 
1—Ha J NPK (1950) | 47 Handel 
II—U IPK ungeimpft 
Ro ( De nigsoy | Az-Robkult. 
II—Ha 1950) Az.-Handel 
ecia 
ungeimpft 
Tas PK Az.-Rohkult. 
I—Ha Az.-Handel 
II—U ungeimpft 
II—Ro ¢ NPK Az.-Rohkult. 
Il—Ha Az.-Handel 
III—U - ungeimpft 
III—Ro } oa Az.-Rohkult. 
IV—U ungeimpft 
IV—Ro } atl Az,-Rohkult. 
V—U__sunged. ungeimpft 
Vv— unged. Az.-Handel 
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in g Trockenmasse; N-Gehalte in mg und %,. 


3. Ernte 
g Trockenm. 


24,3 + 0,64 
25,4 + 2,31 
21,9 + 0,63 


4,0 + 0,13 
4,5 + 0,21 
4,7 + 0,09 


4,0 + 0,08 
3,9 + 0,56 
4,8 + 0,42 


20,8 + 0,74 
23,0 + 0,84 
23,0 + 1,39 


25,9 + 0,48 
29,8 + 0,83 


24,0 + 1,76 
28,0 + 1,26 


3,6 + 0,36 


3,7 + 0,60 


N-Gehalt 


Gesamt- 
ertrag 


38,1 + 0,96 
39,3 + 1,21 
35,0-+ 0,46 


39,2 + 0,73 
40,4 + 0,91 
35,3 + 0,53 


18,5 + 0,35 
15,4 + 0,54 
17,9 + 0,28 


53,8 + 0,68 
55,7 + 0,88 
54,6 + 1,71 


60,7 + 1,62 
62,0 + 0,39 


68,2 + 1,94 
70,0 -—- 1,67 


14,2 + 0,69 


12,1 + 0,92 


1 Errechneter Prozentgehalt nach Zusammenziehung der 3 Ernten. 


a pe AR ES 


Gesamt- 
N-Gehalt — 


Die Ergebnisse der zuletzt angefiihrten Versuche sowie die Ergebnisse 
der eigenen Arbeit werfen die Frage auf, ob Azotobacter unter normalen 


Verhiltnissen iiberhaupt am Stickstoffhaushalt des Bodens beteiligt ist. 
De’ Rosst (1932) bemerkt, da Azotobacter im Boden im Vergleich zu 


den anderen Organismen zahlenmaBig auffallend wenig vorhanden ist, 
und glaubt, daB die Bindung des Luftstickstoffs keine wesentliche Funk- 
tion von Azotobacter ist, da sie nur beim Fehlen verwertbarer Stickstoff- 
formen auftritt. WAKSMAN (1930) weist auBerdem darauf hin, daB 
Azotobacter in zahlreichen Béden tiberhaupt nicht enthalten ist, und ver- 
tritt die Ansicht,da8 der haufiger und zahlreicher anzutreffende Bacillus 
amylobacter wahrscheinlich fiir den Stickstoffhaushalt wichtiger ist. 
’ WaksMAN schreibt [zitiert nach WrnoGRApsKy (1935)]: ,,Jedoch eines 
ist bis jetzt noch nicht festgestellt worden, und zwar, ob diese Organismen 
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(Azotobacter) unter Feldbedingungen wirklich Stickstoff im Boden binden. 
Das ist ferner durch die Tatsache betont worden, da die dem Boden zu- 
gefiihrte Energie nicht in Form von Mannit und Dextrose, die beim Stu- 
dium der Reinkulturen gebraucht werden... zugefiihrt wird, sondern 
als Cellulose und andere zusammengesetzte Kohlehydrate, die von den 
Organismen ganz und gar nicht als Energiequelle gebraucht werden 
k6énnen.* 

Vielleicht waren die russischen Versuche mit Azotobacter geeignet, eine 
Stickstoffbindung unter den von LéxuNts geforderten Bedingungen zu 
beweisen. Leider sind die entsprechenden Arbeiten nicht zugiinglich, 
doch mui bemerkt werden, dafs auch die Meinung der russischen For- 
scher iiber die Art der Azotobacter-Wirkung auseinandergehen. ALLISON 
(1947) schreibt nach eingehendem Studium sowohl der russischen als 
auch der tibrigen Azotobacter-Literatur iiber die Stickstoffsammlung: 

»,Vom heutigen Standpunkt unseres Wissens kann diese Erklarung fallen ge- 
lassen oder mindestens als unbedeutend abgetan werden. Diese grundsatzliche Be- 
hauptung griindet sich auf verschiedene Tatsachen: a) Niemand hat bisher gezeigt, 
dais Azotobacter in der Rhizosphare gedeiht oder nach einer Impfung in gentigender 
Anzahl vorhanden ist, um merklich Stickstoff zu binden. — b) Es gibt wenig oder 
tiberhaupt keine Beweise, daB die Wurzelsekrete groB genug sind, Energie zu 
liefern fiir mehr als Spuren einer Stickstoffbindung. — c) Sind Ernteriickstinde 
vorhanden, sind diese Energiequellen meist nicht fiir Azotobacter ausnutzbar und 
werden erst zugianglich, wenn sie durch andere Organismen angegriffen werden, 
die die meiste Energie selbst verbrauchen. — d) Nach verschiedenen russischen 
Forschern haben auch andere, nicht stickstoffbindende Bakterien oder sogar deren 
Filtrate fordernde Wirkungen ahnlich denen, die Azotobacter zugeschrieben werden. 
— e) Einige Forscher berichten schlieBlich, daB ebenfalls Mehrertrage erzielt 
wurden, wenn reichlich aufnehmbarer Stickstoff vorhanden war. 


Wenn Azotobacter das Pflanzenwachstum durch Wuchsstoffe fordert, 
(was ALLIson fiir wahrscheinlich halt), ware die Annahme berechtigt, 
daB damit zugleich eine Erhéhung der Widerstandskraft der Pflanzen 
gegen schadliche Hinfliisse verbunden ist. Die eigenen Versuche gaben 
allerdings keine Anhaltspunkte dafiir, ebenso auch nicht dafir, dab 
Azotobacter den Pflanzen bei der AufschlieSung von Nahrstoffen be- 
hilflich ist. 

Wenn die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen auch keine grund- 
sadtzliche Antwort auf die Frage geben, ob sich die Fahigkeiten von Azoto- 
bacter in der Praxis ausnutzen lassen, so scheinen die vorliegenden Beob- 
achtungen wenigstens teilweise recht aufschlufreich. Wie bereits fest- 
gestellt, lassen sich die Mehrertrige in der 3. Tracht nicht auf eine bessere 
Stickstoffversorgung der Pflanzen zuriickfiihren. Vielmehr fiihren die 
Vegetationsbeobachtungen, die Ernteergebnisse und die N-Analysen zu 
dem SchluB, da Azotobacter das Pflanzenwachstum durch Wuchsstoffe 
begiinstigt hat. AuBerdem erscheint die Feststellung wichtig, daB diese 
Stimulation erst in der 3. Tracht aufgetreten ist. Will man namlich nicht 
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annehmen, da die in dieser Tracht festgestellte Stimulation ein reines 
Zufallsergebnis ist — was die (spiter mitzuteilenden) Ergebnisse der 
4. und 5. Tracht widerlegen —, so mu8 man aus vorliegendem Befunde 
schlieBen, daf die bei der Impfung eingebrachten Keime eine langere Zeit 
benétigt haben, sich den Lebensbedingungen im Boden neu anzupassen. 

Beziiglich der Unsicherheit und des Versagens von Azotobacter bei 
einer gewohnlichen Samenimpfung ergibt sich aus diesen beiden Fest- 
stellungen folgendes zur Versuchstitigkeit auf diesem Gebiet: 1. Das 
Versagen einer Azotobacter-Impfung kann im Einzelfalle dadurch bedingt 
sein, daB die Versuchsbedingungen einseitig auf die sehr zweifelhafte 
Stickstoffwirkung abgestimmt sind; 2. selbst wenn sich Azotobacter durch 
Samenimpfung in der Rhizosphiare anreichern 1aBt, kann ein Versagen 
im Versuch darauf beruhen, da den unter Laboratoriumsbedingungen 
aufgewachsenen Organismen die Zeit fehlt, sich den Verhaltnissen im 
Boden geniigend anzupassen. 

Es diirfte berechtigt sein, den Begriff dieser ,,Anpassung*’ vorlaufig 
noch moglichst weit zu fassen, bis weitere Untersuchungen dariiber Klar- 
heit schaffen, worauf es am meisten ankommt. Neben der ernahrungs- 
maéBigen Umstellung von der iippigen 2% -Mannitquelle auf die im Boden 
nur sparlich vorhandenen leicht zersetzlichen Kohlenhydrate ware vor 
allem an den Einflu8 derim Boden vorgefundenenOrganismengesellschaften 
zu denken, die dem eindringenden Azotobacter teilweise als Konkurrenten 
gegentiberstehen. SchlieBlich miiBte auch das individuelle Aufeinander- 
abgestimmtsein von Azotobacter-Stamm und héherer Pflanze miteinbe- 
schlossen werden, das z. B. PosCHENRIEDER (1949) fiir sehr wichtig halt 
und das sich vielleicht erst im Laufe der Zeit einspielt. Allerdings mu 
bemerkt werden, daB die Fortfiihrung der Versuche, iiber deren Ergeb- 
nisse spiter berichtet werden soll, fiir die letzte Annahme keine Anhalts- 
punkte lieferte. 

Weiter geben die vorliegenden Ergebnisse einen wichtigen Hinweis fiir 
die Beurteilung einer solchen Stimulationswirkung nach dem Augen- 
schein. Wie im Vegetationsbericht bemerkt, wiesen die mit Molybdan 
und. Stickstoff versehenen geimpften GefiBe der Reihen III und IV in 
den ersten 6 Wochen einen besonders deutlichen Vorsprung auf, der 
durch kriiftigeren und volleren Pflanzenbestand gekennzeichnet war. 
Spiter jedoch holten die ungeimpften Reihen diesen anfinglichen Vor- 
sprung zum groBen Teil wieder auf, und die tatsichlichen Mehrertrage 
blieben hinter den anfangs erwarteten weit zuriick. Die Wuchstoffwir- 
kung hat sich also mehr in einer Beschleunigung des Pflanzenwachstums 
im Anfangsstadium geiufert als in einer Erhéhung des Endertrages, 
was auch Lescu u. Sammet (1949) beobachteten. Aus diesen Feststel- 
lungen kann man schlieBen, daB man den Nutzen einer Impfung leicht. 
iiberschatzt, wenn man nur nach dem Augenschein urteilt (HILTNER 1921). 
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Zusammenfassung. 


Durch Bodenimpfung mit einer gewéhnlichen Azotobacter-Rohkultur 
und einem Azotobacter-Handelsimpfstoff gelang es, den Azotobacter-Ge- 
halt zweier Boden im GefaiBversuch um etwa das 10—100fache zu er- 
hohen. Diese Anreicherung blieb wahrend der ganzen Dauer des Ver- 
suchs bestehen, wie durch die Azotobacter-Zihlungen nach dem Ver- 
dinnungskulturverfahren nachgewiesen wurde. 

Der Einflu8 dieser Azotobacter-Anreicherung auf die Ertriige war ver- 
schieden; wahrend die Ernteertrage von Senr (Griinmasse) in der 
1. und 2. Tracht nicht erhéht wurden — es zeigte sich sogar deutlich 
die Tendenz zu einer Ertragsdepression —, wiesen die Ergebnisse der 
3. Tracht einen positiven Einflu8 der Azotobacter-Anreicherung auf, be- 
sonders beim Albboden, bei dem die durchschnittliche Ertragserhohung 
12,6%, betrug. Der Mehrertrag war in zwei Fallen statistisch gesichert. 

Aus der gleich gebliebenen Stickstoffaufnahme ist zu schlieBen, dab 
diese Ertragserhohung nicht auf einer Stickstoffbindung, sondern auf einer 
sogenannten Stimulations-(Wuchsstoff-)wirkung von Azotobacter beruhte. 
Nach den Vegetationsbeobachtungen und den Ernteergebnissen wurde 
diese Wirkung durch Molybdan, Phosphorsaure und Stickstoff unterstiitzt. 

Aus der Wirkungslosigkeit der Azotobacter-Anreicherung im Boden 
beziiglich der Erhéhung der Pflanzenertrage in der 1. und 2. Tracht und 
aus dem Auftreten der Stimulation erst zur 3.'Tracht wird geschlossen, 
daB die dem Boden zugefiigten Keime vor dem Wirksamwerden ein 
Anpassungsstadium durchmachten. Es wird auf die Méglichkeit 
hingewiesen, dai bei gewohnlichen Azotobacter-Impfversuchen das Feh- 
len der Zeit, diese Anpassung zu vollziehen, sowie die einseitige Aus- 
richtung der Versuchsbedingungen auf die recht fragliche Stickstoff- 
wirkung Ursache des ,, Versagens‘‘ von Azotobacter sein ko6nnen. 

Der geringen Ertragserhéhung durch Azotobacter stand eine Zunahme der 
Ertrage durch die Gabe von0,5 g Stickstoff je GefaB von ca.500% gegentiber. 
Uber den Einflu8 der Diingung und des Pflanzenwachstums auf den 
Azotobacter-Bestand im Boden konnte nichts Sicheres ausgesagt werden, 
da vorlaiufig noch ungeklarte UnregelmaBigkeiten bei der Feststellung 
des Azotobacter-Gehaltes nach dem Verdiinnungsverfahren die Genauig- 
keit der Ergebnisse beeintrachtigen. Bei Versuchen, diese Ergebnisse 
nach dem Plattenkulturverfahren zu kontrollieren, wurde die Entwick- 
lung von Organismen beobachtet, die Azotobacter sehr ahnlich sind. Deren 
weitere Kultivierung zeigte jedoch, daB diese von Azotobacter morpho- 
logisch nicht zu trennenden Organismen sich durch mangelnde N-Bin- 
dung eindeutig von Azotobacter chroococcum unterschieden. 

Fiir die Erméglichung der vorliegenden Arbeit und die Hilfe bei der Durchsicht des 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitit Miinchen.) 


Beitrage zur Kenntnis der Physiologie von Azotobacter. 
I. Mitteilung. 


Von 
FRANZ BUKATSCH und JOHANN HEITZER. 


Mit 4 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 25. Juni 1951.) 


Die nachstehenden Untersuchungen befassen sich mit der Frage, ob 
die in der Rhizosphire (im Sinne HmttnErs) auftretenden Azotobacter- 
Formen (A.) deutliche physiologische Beziehungen zur benachbarten 
hdheren Pflanze erkennen lassen. Es ist noch nicht einwandfrei gezeigt, 
ob es an bestimmte Kulturpflanzen angepaBte A.-Rassen gibt — ein fiir 
das Impfproblem wesentlicher Umstand. KronBERGER (a) weist mit 
Recht darauf hin, da8B die so unterschiedlichen Ergebnisse bei Impfver- 
suchen an Nutzpflanzen auf die wahllose Anwendung nicht angepaBter 
A.-Staémme zuriickgehen kénnen. Er versuchte auch schon in einer wei- 
teren Arbeit (b), die physiologischen Kigenschaften verschiedener A.- 
Rassen gegeneinander abzugrenzen. Allerdings verwendete er fiir seine 
Untersuchungen groBenteils Bakterienstamme von Handelspraparaten, 
deren Reinheit und Herkunft nicht genau feststand. 

Unsere Untersuchungen gingen dagegen davon aus, A. von Wurzeln 
botanisch genau bestimmter Pflanzen in Reinkultur zu isolieren. Mit 
diesem einheitlichen und gut definierten Ausgangsmaterial wurden Ver- 
suche iiber Stoffwechselunterschiede zur Abgrenzung bestimmter Rassen 
angestellt und Wechselbeziehungen zwischen diesen Rhizospharenorganis- 
men und der héheren Pflanze zu erfassen gesucht. 

POSCHENRIEDER (a) fand Azotobacter in der Wurzelnahe vieler wildwachsender 
und gartnerisch genutzter Pflanzen in Ubereinstimmung mit Befunden BEIJERINCKS 
angereichert, aber vorwiegend nur in der Hauptvegetationsperiode, wihrend im 
Herbst die Zahl der freilebenden Stickstoffbinder stark absank. Bei 31 Familien 
konnte er die Anwesenheit von A. in der Wurzelregion feststellen, bei 3 Familien 
aber nicht (Pinaceen, Betulaceen, Fagaceen). 

Auch wir konnten diesbeziigliche Unterschiede finden : wahrend schon im 
Frithjahr (Februar—April) bei Klee (Trifolium pratense), Rispengras (Poa 
pratensis), Roggen (Secale cereale), Mais (Zea Mays), Salat (Lactuca sa- 
tiva), Riibe (Beta vulgaris), Sonnenblume (Helianthus annuus), Peter- 
silie (Petroselinum sativum), Erbse (Pisum sativum) und Taubnessel 
(Lamium album) von den frisch entnommenen, griindlich mit Leitungs- 
wasser gespiilten Wurzeln durch Auslegen auf Mannitagar und eine 
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l4tigige Bebriitung bei 30°C leicht Rohkulturen zu gewinnen waren, 
ergaben Wurzelproben von Ackerschachtelhalm (EHquisetum arvense), 
Wurmfarn (Dryopteris filix mas), scharfem HahnenfuB (Ranunculus acer), 
Sumpfdotterblume (Caltha palustris), Pfingstrose (Paeonia officinalis), 
Schnittlauch (Alliwm Schoenoprasum), Brunnenkresse (Roripa amphibium), 
Pechnelke (Viscaria vulgaris), Maigléckchen (Convallaria maialis) u. a. 
zu verschiedenen Jahreszeiten unter den oben genannten Bedingungen 
vorwiegend negative Resultate. Besonders vom Schéllkraut (Chelidonium 
maius) scheinen Hemmstoffe ausgeschieden zu werden, da A. auch in 
der weiter entfernten Rhizosphare nicht gefunden wurde; diese Art 
, antibiotischer‘‘ Wirkung soll Gegenstand unserer weiteren Unter- 
suchungen sein. 


1. Methode der Reinzucht und Weiterkultur. 


Als Nahrboden diente in Abinderung der Vorschrift von Dz1mRrzBicxi folgende 
Zusammensetzung in 11 Leitungswasser: 20 g Agar; 20 g Ginger: 0,5 g sek. Ka- 
liumphosphat; 0,05 g Magnesiumsulfat; 2 g Schlemmkreide; 2 em? Erdabkochung. 
Bei Stickstoff- und Kohlenstoff-Bilanzversuchen trat an Stelle der epithe = 
ein Zusatz von 1 em? Hoagland AZ-Losung. 


Flissigkeitskulturen wurden mit der Nahrlésung nach GerLacH und Vo@EL 
durchgefiihrt: 2% Glucose, je 0,059% KH,PO,, CaCO,, NaCl und Spur Fe, (SO,),. 
Die Reinkultur erfolgte nach dem Kocuschen Plattenverfahren. Die isolierten 
A,-Staémme wurden wahrend 114% Jahren alle 4 Wochen iiberimpft und auf Wuchs- 
form, Wachstumsgeschwindigkeit, Schleim- und Farbstoffbildung sowie Zellform, 
Zellgr6Be und Beweglichkeit standig tiberpriift. 


Unabhangig von der spiter genauer zu behandelnden physiologischen 
Aktivitit der Stiimme erwies sich die Wuchsfreudigkeit recht unter- 
schiedlich; meist hing diese mit der Schleimproduktion direkt zusam- 
men. Die schnellwiichsigen A.-Kulturen von Erbse, Petersilie, Klee, 
Taubnessel und Roggen bildeten viel mehr Schleim als die langsam wach- 
senden von Salat, Riibe und Sonnenblume abgeziichteten Rassen, 


Auch in der Farbstoffbildung ergaben sich erhebliche Unterschiede: 
Rispengras-, Korn-, Klee-, Sonnenblumen- und Riibenstamm wuchsen 
hellbraun. Tiefere Farbt6ne’ zeigten Taubnessel-, Zwiebel- und Salat- 
stamm; die von Petersilie, Mais und Erbsen gewonnenen Formen wuchsen 
grau. 

Im allgemeinen trat keine tiber die BRownsche Molekularbewegung 
hinausgehende Zellbeweglichkeit auf; nur in 3 Fallen (Erbsen-, Klee- und 
Rispengrasstamm) war sie vorhanden und konnte durch GeiBelfarbung 
nach L6rFLER erhartet werden. In alteren Kulturen ging die BegeiBelung 
auch in diesen Fallen verloren. 

Die Zellen lagen einzeln oder in Paaren, selten in Paketen, waren meist 
rundlich und etwa 3—4,5 « groB; ausgesprochen klein waren die Formen 
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von Klee und Taubnessel (etwa 2), groB dagegen die Zellen des Rispen- 
gras- und Erbsenstammes mit 6—7 1. Die Schleimhiille trat als stark glan- 
zende Membran hervor. Der Rispengrasstamm zeigte Kurzstiibchenform. 


2. Hinflup von Peptonzusatz auf das Wachstum. 

Nach Bercey kann nur A. agilis in Gegenwart von 0,5% Pepton wach- 
sen, A. chroococcum wird gehemmt. Da damit ein wichtiges Unterschei- 
dungsmerkmal gegeben erscheint, wurde das Wachstum nach 8 Tagen 
Kultur bei 30° auf Mannitagar mit 0,1 und 0,5% Peptonzusatz gepriift. 
0,5% Pepton vertrug nur der Sonnenblumenstamm; Erbsen-, Rispen- 
gras-, Roggen- und Kleestamm vertrugen noch gut 0,1%, dagegen wurde 
A. von Zwiebel, Taubnessel, Riibe, Salat, Petersilie und Mais durch 
Pepton vollig gehemmt. Somit kann nur der Sonnenblumenstamm, der 
iibrigens auch die fiir A. agilis kennzeichnende geringe Farbstoff bildung 
zeigt, moglicherweise zur Spezies ,,agilis‘‘ gezihlt werden. 


3. Die Atmungs- und Dehydrasenaktivitit der Stimme. 


Zur Messung der Aimungsaktivitit wurde von jedem Stamm der Inhalt von 
6 Schragrohrchen nach 4 Tagen Kultur in Phosphatpuffer (py = 6,8) abgeschwemmt 
zur gleichmafigen Suspension kraftig geschiittelt und in der Zentrifuge wiederholt 
substratfrei gewaschen. Die Zellen wurden zur Atmungsbestimmung im WARBURG- 
Apparat in Phosphatpuffer suspendiert, dem als Atmungssubstrat 294 Glucose zu- 
gesetzt waren. Je 2 Proben mit je 3 em® dieser dickfliissigen Suspension wurden bei 
28° C viertelstiindlich auf ihren O,-Verbrauch gepriift. 

Nach 2 Std wurde der Kélbcheninhalt quantitativ 3mal in der Zentrifuge zur 
Befreiung von Glucose- und Stoffwechselresten gewaschen und das Trockengewicht 
der Zellen als BezugsgréBe ermittelt. Tab. 1 gibt den O,-Verbrauch der Stamme pro 
Stunde und mg Trockengewicht im Mittel von je 2 Parallelen (I) wieder, eine 
Wiederholung des Versuches nach 6 Wochen ergab ganz ahnliche Werte (IT). 


Tabelle 1. Atmungsintensitat der einzelnen Stimme. Azotobacter. 


Az,-Stamm i II 
Wien us sens fe 861,63 836,39 
Rispengras . . 909,90 872,27 
Takeyegegsy ls ie 532,16 565,96 
UUWOO ve Ser odkcule: 611575 545,65 
Taubnessel . . 399,72 427,49 
Zwiebel .. . 326,43 372,09 
Mais) ayy att 372,16 380,51 
Salatrsaugn as. |. 290,81 275,77 
Petersilie . . . 244,18 251,53 
Erbse .... 214,89 198,56 
Sonnenblume . 93,96 | 109,18 


Die Unterschiede zwischen den Stiéimmen treten scharf hervor: Zwi- 
schen den atmungsaktivsten Klee- und Rispengrasstammen und dem 
Sonnenblumenstamm mit geringstem O,-Verbrauch besteht ein Verhalt- 
nis von 9—10: 1; die anderen Formen halten sich mehr in der Mitte bei 
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deutlich ausgeprigter Abstufung. KRONBERGER maf in den eingangs er-— 
wahnten Versuchen (b) die in einer Woche durch Carboxylasewirkung 
aus dem Substrat abgespaltene CO,-Menge im Ernnorn-K6lbchen; auch 
diese, allerdings nicht ganz quantitative Methode lieB starke Unterschiede 
in der Kohlenhydrat-Spaltung seiner Stamme erkennen. 

Die Reduktionskrajt (Dehydraseaktivitdt) unserer Stémme wurde an Aufschwem- 
mungen in Phosphatpuffer gepriift, die ahnlich wie in den oben beschriebenen 
Atmungsversuchen erhalten wurden, aber zur Entfernung der kérpereigenen Re- 
servestoffe noch 4 Tage in Phosphatpuffer gehungert hatten und dann abzentrifu- 
giert wurden. Je 3 cm? dicker Bakteriensuspension wurden mit 3 cm? 2% Glucose- 
lésung und Phosphatpuffer (py = 6,8) und 0,2 cm? 0,5% Methylenblau (MB)- Lé- 
sung versetzt, in Reagenzglaser abgefiillt und entsprechend der Anaerobenkultur 
ein Wattebausch nachgefiihrt, dariiber ein mit Pyrogallol- und KOH-Lésung ge- 
trankter Wattepfropf und mit Gummistopfen verschlossen. So konnte gebildetes 
Leuco-MB nicht durch Luftsauerstoff autoxydiert werden. Die Versuchszeit begann 
mit dem Augenblick des MB-Zusatzes. 


Nach 6stiindiger Beobachtung bei konst. Temperatur (32°) wurden 
die Versuchsreihen abgebrochen; nach 3 Std setzte beim Roggenstamm 
deutlich Farbstoffreduktion ein mit einem Ubergang in graue Ténung, 
nach 4 Std war das Ausbleichen auch beim Klee-, Rispengras- und Riiben- 
stamm sichtbar und nach 5 Std beendet. Die Ansitze mit A. von Taub- 
nessel, Zwiebel und Mais zeigten am Ende eine Entfarbung im unteren 
Teil der Réhrchen, waihrend Erbsen-, Sonnenblumen- und Salatstamm 
auch nach 6 Std kaum eine Aufhellung des MB erkennen lieBen. Im all- 
gemeinen — doch nicht ganz vollstaéndig — ergibt sich die gleiche 
Reihenfolge wie beim O,-Verbrauch: Atmungs- und Dehydraseaktivitit 
entsprechen einander weitgehend. 


4.K atalasebestimmung. 


Wenn auch der Katalase im allgemeinen KH-Abbauschema nicht die Bedeutung 
der Dehydrasen zukommt, waren bei einem so ausgepragt aeroben Organismus wie 
A. doch Katalaseuntersuchungen wiinschenswert, die durch Zugabe von 10 em? 
einer 2% H,O,-Lésung zu 3 cm*® wiBriger Bakteriensuspension und Riicktitration 
des nach 1 Std noch unzersetzten H,O, mit n/10 KMnO, in schwefelsaurer Lésung 
erfolgten. 

Starkste H,O,-Spaltung wiesen Salat-, Taubnessel- und Maisstamm 
(mit 2,7, 3,7 und 4,9)! auf; es folgen Sonnenblumen- (6,4), Zwiebel- (7,9), 
Petersilien- (9,1), Riiben- (12,1), dann der Erbsen- (13,6) und Roggen- 
stamm (14,9). Als besonders katalasearm kénnen der Rispengras- (17,0) 
und der Kleestamm (18,6) gelten, so da& wir hier keinen direkten Zu- 
sammenhang, eher vielleicht eine gewisse Gegensitzlichkeit zwischen 
Dehydrasen- und Katalasewirksamkeit feststellen kénnen. 


" Die eingeklammerten Zahlen bedeuten die zur Riicktitration notwendigen em 
n/10 KMn0O,. 
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5. Salzresistenz und Reaktionsanspriiche. 


Hatten die geschilderten Stoffwechselversuche schon eine deutliche Verschieden- 
heit der Stamme ergeben, so bot die Untersuchung der Ionentoleranz (CI’ u. Na’, 
bzw. H’) weitere Unterscheidungsméglichkeiten. Als obere Vertraglichkeitsgrenze 
an Kochsalz gilt fiir marinen 4. nach Krurner 8%, fiir Landformen etwa die 
Halfte (Srapp u. RuscuMann (a) u.a.). Wir untersuchten Ausstriche unserer For- 
men in Perri-Schalen auf Mannitagar mit 1—7% NaCl-Zusatz nach 8 Tagen Brut- 
dauer bei 30°. Tab. 2 zeigt die Ergebnisse. 


Tabelle 2. Salzresistenz der einzelnen Azotobacter-Stdémme. 


NaCl-Konzentration 
Az.-Stamm 

1% 3% 5% 7% 
MLO MaaeeAs lake sre spas lin ts +++ = at Bpses 
Rispengras . . . . aaa i thas eee ees 

HOP OEM F< 6S tobe ry as +44 + af fee 
Mat Dees Wen kcreth) aeiperete +44 + aa pare Pi 
Taubnessel ....°. 4-4 oe feos = ree es 

Zwiebel . +++ + = Aes 

Mais . +p a Prag 
Salat . aes Bees dnide 42, Siyals 

Petersilie . ae a De M.'s 

Erbse . +++ + 4 ens 
Sonnenblume abe a8 48 EES tae! 

++-++ optimales, + gutes, — maBiges, —— schlechtes, — — — kein Wachstum. 


Bei 7% NaCl, also wesentlich hoher als fiir Landformen bisher bekannt, 
wuchsen noch Roggen-, Mais-, Petersilien- und Erbsenstamm, allerdings 
schlecht; Erbsen- und Roggenformen gediehen bei 5% NaCl noch recht 
gut. 


Nach den bisher vorliegenden Literaturangaben liegt die untere Wuchsgrenze 
von A. bei px 5,8, wobei A. agilis siuretoleranter sein soll als A. chroococcum; das 
Optimum erstreckt sich von pq 7—8 [Srapp u. RuscHMANN (b), PoscHEN- 
RIEDER (a), NIKLAS u. POSCHENRIEDER]. Fiir unsere Vergleiche wurden Ausstriche 
auf phosphatgepuffertem Agar (py-Wert nach Sterilisation nochmals gepriift) in 
Stufen von 0,5 py zwischen 4,0—9,0 bei 30°C u. 1 Woche Kulturdauer auf ihr 


Wachstum untersucht (Tab. 3). 

Die Wachstumsspanne ist bei einzelnen Formen weit, wie beim Rispen- 
gras- und Kleestamm (py 4—8,5), bei anderen enger, wie beim Roggen-, 
Petersilien-, Salat- und Maisstamm. Als relativ séuretolerant (maBiges 
Wachstum schon bei pp = 4) erweisen sich der Klee- und Rispengras- 
stamm; sie vertragen dafiir im Gegensatz zu den anderen Staémmen 
pu = 9 iiberhaupt nicht mehr. Im Grenzbereich des Wachstums zeigen 
sich also Unterschiede zwischen unseren Stéammen, wahrend das Optimum 
in Ubereinstimmung mit den bekannten Arbeiten bei fast allen Formen 
zwischen px 6,5—7,5 liegt. 

6* 
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Tabelle 3. Wachstum der Azotobacter-Stdémme bei verschiedenen py- Werten. 
Neen n nee EES EEnEnEEEEEEEEE 4 


Py Wert 
Az.-Stamm | 1 
4,0 4,5 5,0 | 5,5] 6,0] 6,5 7,0 7,5 8,0 | 8,5} 9,0 
eater eee ven ee Leena ees oe eere 6 Saws) TRG MS eA Tee Se 
Kileeiaite: ia He | tee) | heheh + Wee 
Rispengras +) +] 4+] ++) 44+ +|—| --— 
Roggen . . + by | oa cheb ee shoe) ae 
Riba oe - —- —— | coat | Aeop-stiitinnte hp parapet e a 
Taubnessel — : = Sallie decd oped tee oa 
Zwiebel . . = = SS tes} + a + 4 ef et ees 
Mig isis ses) tx 2es ~ - +] ++] 44+] 44] 4 —-— 
Salat ... —— | —-—— 7) ee ES ales ——— 
Petersilie. . | ——— yssenitle, hr <i ie Ae 4. Ai atiy)l ek ed gal ates 
bse wee au: —— | er a mae ae Leaf ae op ct. 4 — 
Sonnenbl. . | al + + | ++] ++] 4+]4 |] --9 
+++ optimales, + gutes, — maéBSiges, — — schlechtes, — —— kein Wachtum. 


6. Die Stickstoffbindung der einzelnen Stimme. 


Bisher wurde A. hauptsachlich wegen seiner Fahigkeit zur Stickstoffbindung 
beachtet und dementsprechend diese Stoffwechseleigentiimlichkeit besonders ein- 
gehend und vielfach untersucht. Daraus entwickelte sich geradezu der Begriff des 
, guten‘‘ und ,,schlechten‘‘ N-Binders. Nach verschiedenen Angaben (GERLACH u. 
VocEL, Kratnsky, KostyTscHEW, RysTALTSCHUK, SCHWEZOWA, KRZEMIENIEWSKI 
u. a.) liegt die mittlere je 1 g Zucker gebundene N-Menge zwischen etwa 10—30 mg 
und erweist sich:-von dem gebotenen 
Kohlenhydrat, der Rasse und der phy- 
siologischen Vorgeschichte der Bak- 
terien abhangig. 

Nach Fiscuer unterscheidet sich die 
N-Bindung der einzelnen Formen nur 
anfangs und strebt nach 1—2 woéchiger 
Kulturdauer einem + gleichartigen 
Endwert zu. Deshalb untersuchten wir 
unsere Stimme nach dem Halbmikro- 
Kosevpanu-Verfahren (Apparat Par- 
NAS-WaGngeR) auf N-Gewinn nach 
1,2,4 und 10 Tagen Kulturdauer bei 
30° C, Aus der Nahrlésungsschiittel- 
kultur wurden in den genannten Zeit- 


CMa f ; Tage . abstiinden jeweils 50 cm® steril abpipet- 
Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der N-Bindung yer- tert und 5 Parallelen zu je 8 cm®analy- 
schiedener Azotobacter-Stiimme. siert; die Ergebnisse nach Abzug des 
I von Klee, If von Rispengras, III von Taubnessel, Blindwertes zeigt Abb. 1. 
IV von Roggen, V von Riiben, VI von Petersilie, E i . ie A 
VII von Erbse, VIII von Sonnenblume. s konnte nicht nur eine sehr 


verschiedene Anfangsgr6Be der N- 
Bindung bei den einzelnen Formen festgestellt werden, sondern auch die 
Kndwerte erwiesen sich (im Gegensatz zu Fiscuers Angaben) stark 
unterschiedlich. Der Kleestamm eilt am 1.Tag den anderen voraus 
(6,37 mg N), wird kurz vom Rispengrasstamm iiberholt, erreicht nach 
Verlauf einer Woche wieder die Spitze mit 18,05 mg N am 10. Tage. Der 
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Rispengrasstamm schrankt nach dem 2. Tag seine N-Bindung wesent- 
lich ein und erreicht als zweitbester N-Binder nach 10 Tagen 13,41 mg; 
die anderen Stimme bleiben dagegen starker zuriick (ihre Endbindung 
liegt um 10 mg). Schlechte Stickstoffbinder sind der Sonnenblumen- 
und Erbsenstamm mit 3,49 und 4,01 mg Endbindung. Hier offenbart 
sich eine ziemliche Gileichléufigkeit in der Reihung der Stiimme nach 
Atmungs- und StickstoffbindungsgréBe, was u. a. auf abgestufte Fahig- 
keit zur KiweiBsynthese unserer Stamme hinweist. 


7. Der zeitliche Verlauf der KH-Ausniitzung fiir die N-Bindung. 


Nach Fiscurr verbraucht A. zunichst KH, ohne nennenswert elementaren N 
zu assimilieren, dann nach einer ,, mduktionsperiode‘‘ mit verhaltnismafig geringer 
N-Bindung wird schlieBlich, in der ,,Periode des groBen Wachstums‘ von allen 
Stammen eine relativ 6konomische N-Bindung gleichen AusmaBes erreicht. 

In unseren 1]0tagigen Versuchen wurden 8 in ihrem physiologischen Verhalten 
unterschiedliche Stéamme fortlaufend auf C-Verbrauch und N-Gewinn untersucht. Von 
jedem Stamm wurden 5 ERLENMEYER- 


- Kolben mit je 50 cm’ Nahrlésung be- —7y9 
impft und in Schiittelkultur bei 35° C h 
gehalten, nach 1, 2,4 und 10 Tagen jad 
Proben zur N-Bestimmung nach 720 I, . 


KsELDAHL und zur C-Bestimmung me ‘ 
nach ALTEN entnommen. Wahrend die if \ 


Ksrtpauut-Analyse an je 10 cm? Bak- 
teriengesamtsuspension vorgenommen 
wurde, erfolgte die Kohlenstoffbe- 
stimmung an jeweils 10 cm? bakterien- 
freiem Filtrat der Nahrlosung. Die 
Ergebnisse sind in Abb. 2 zusammen- 
gefaBt, derart, daB als Ordinate das 
verbrauchte mg C 


Verhaltnis: darge- 


stellt ist. _ 

Entsprechend FiscuEers Be- 
funden ist die anfangliche Oko- 
nomie der N-Bindung ziemlich 
schlecht, wird zwischen 2. und 
4, Tag wesentlich giinstiger und 


strebt von da ab einem ae gleich- Abb. 2. C/N-Bilanz der einzelnen <Azotobacter- 
bleibenden Endwert zu. Dieser Stiimme: I von Klee, II von Rispengras, IITjvon 
B 2 Taubnessel, IV von Roggen, V von Riiben, VI von 
liegt aber im Gegensatz zu Zwiebel, VIL voi Erbse. 
Fiscuers Ergebnissen bei unseren 

Stimmen sehr verschieden hoch, so daB wir auch in der C-Ausniitzung 
unserer Formen dauernde deutliche Unterschiede feststellen kénnen. 
Die dkonomischen N-Binder sind der Klee- und Rispengrasstamm ; dann 
folgen Taubnessel-, Roggen-, Riiben-, Zwiebelstamm; den héchsten 


(-Verbrauch in bezug auf die N-Assimilation weisen schlieBlich Erbsen- 


gebundene mg N 


Dire a Cy 4 nach Tagen 10 
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et amoneen 


und Sonnenblumenstamm auf, Das Verhaltnis der C-Okonomie zwischen — 


dem besten und schlechtesten Stamm unserer Versuche betragt etwa3: 1. 


Dieser Befund kann von groBer praktischer Bedeutung werden, da geeig- — 


nete Stimme danach bei relativ geringer C-Versorgung noch wesentlich 


mehr N zu fixieren vermégen als andere. In dieser Hinsicht war nun ~ 
besonders interessant, das N-Bindungsvermégen unserer Staimme bei — 


Verdiinnung der C- Quelle zu priifen : 


8. Versuche mit herabgesetzter C-Versorgung. 
PoOSCHENRIEDER (a) und andere Forscher, wie Hinrner, glauben, da die von 


den Wurzeln ausgeschiedenen Mengen organischer Stoffe zur Ernahrung von Azoto- 
bacter im Boden geniigen; andererseits bezweifeln Jensen und Starc die Befunde 


von TRUFFAUT und BEzSONOFF, wonach die abgeschiedenen C-Mengen geniigten, © 


um A, zu einer N-Bindung anzuregen, die ihrerseits fiir den Bedarf der héheren 
Pflanzen ausreicht. Fiscuer fand in KH-Verdiinnungsversuchen, da geringe Glu- 
cosekonzentrationen beziiglich der N-Bindung nicht 6konomischer verwendet wer- 
den als die Normalgabe; andererseits soll nach WAKSMAN die relative N-Assimilation 
mit sinkender KH-Gabe ansteigen. 


Wir verdiinnten unsere Ausgangslésung mit 19% Zuckergehalt stufenweise auf 


0,5, 0,25, 0,125 und 0,0639% und zogen in 20 cm’ derartiger Nahrldsungen unsere 
Stamme 10 Tage in Schiittelkultur. Die Ergebnisse finden sich in Tab. 4. 


Tabelle 4. N-Bindung einzelner Azotobacter-Stimme bei abnehmenden Glucosegaben. 


N-Bindungswerte berechnet auf gleiche C-Gabe 
Konzentration 
mer Rispen- J Taub- “ r 
der'C-Gabe stad Klee Roggen | bas — | Zwiebel Erbse 
1%, | 12,05 | 11,20 | 9,60 | 8,37 | 3,87 | 6,58 | 5,63 
0,5% 133 19,53 9,54 | 8,49 | 4,16 5,46 | 5,37 
0,25%, 17,00 | 19,61 | 7,72 | 7,63 | 1,92 | 2,52 | 3,82 
0,124% 17,00 5,20 5,43 6,29 | 1,84 1,92 1,41 
0,063% 1,36 | 1,94 — 2,03 | — | — 0,438 


Als wesentlichstes Ergebnis liBt sich aus dieser Zusammenstellung ent- 
nehmen, daB der Klee- und Rispengrasstamm, die uns aus dem vorher- 
gehenden Abschnitt als 6konomischste N-Binder bekannt sind, mit sin- 
kender KH-Konzentration bis 0.25% ihre 6konomische Leistung sogar 
erhohen. Die iibrigen Stimme zeigen, wie zu erwarten war, einen zu- 
nehmenden starkeren Abfall der N-Fixation mit sinkender Zuckergabe. 
Sofern es auf méglichst hohe N-Bindung bei geringem KH-Angebot 
bei A. ankommt, wiiren also die Stimme sehr ungleichwertig. Es besteht 
aber schon lingere Zeit die Vermutung, daB die zusitzliche N-Versorgung 
der héheren Pflanze nicht das allein wesentliche der A.-Wirkung dar- 
stellt; es sind noch andere Wechselbeziehungen zwischen A. und dem 
Wurzelsystem der héheren Pflanzen méglich. 

Die Bilanzversuche wurden zuniichst ohne Molybdinzusatz ausgefiihrt ; 
da jedoch dieses fiir die N-Bindung notwendige Element auch den C/N- 
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Quotienten beeinflussen diirfte, werden die Versuche fortgesetzt und es 
wird spater dariiber berichtet werden. 


9. Wirkung von A.-Stoffwechselprodukten auf isolierte Wurzeln. 


Die Arbeiten von Ropsine, Korre, Wurre und anderen Forschern geben uns 
Mittel in die Hand, abgetrennte Wurzelstiicke auf synthetischem Nahrboden weiter- 
zuztichten. Fiir die Bearbeitung vieler pflanzenphysiologischer Probleme scheint 
nun die Organkultur die geeignetste Methode (vgl. KanpiER) und auch fiir unser 
Vorhaben besonders brauchbar. 

Nicht zuletzt war an den HinfluB von Wirkstoffen zu denken, da auxinartige 
Stoffe als Abscheidungen von Bakterien schon linger bekannt sind (vgl. JANKE, 
1939); neuerdings wurde die Wuchsstoffproduktion von 4. durch Kronpercer (b) 
hervorgehoben. Krasi~nikor priifte 1939 als erster A.-Abscheidungen an isoliert 
wachsenden Erbsen- und Weizenwurzeln: Filtrate von A.chroococcum hemmten, solche - 
von A. vinelandii forderten das Wurzelwachstum; KAnpDLER fand dann an Subtilis- 
und A.-Kulturfiltraten eine von der Konzentration abhangige Wirkung und stellte 
im Gegensatz zu KrasItnikor Hitzeinaktivierung der Wirkstoffe fest. 

Wir zogen unsere Wurzelkulturen auf Uspenski-Wuirr-Nahragar mit 2% Glu- 
cose in Schragréhrchen heran. Die dazu nétigen sterilen Wurzelspitzen wurden von 
_bromwassersterilisierten Samen gewonnen, die auf sterilem Agar 2—3 Tage bei 30° 
angekeimt waren. 

Von 30tiagigen, taglich geschiittelten A.-Kulturen wurde durch Membranfilter 
Nr. 5 ein keimfreies Filtrat gewonnen und dieses zu 1/49, 1/199, 4/299 und 1/59) des 
Volumens dem noch fliissigen Wutrn-Agar zugemischt. Als Kontrolle diente ein 
Zusatz von 0,5 cm? unbeimpfter A.-Nahrlésung. Alle Versuche wurden mit 10 Pa- 
rallelen ausgefiihrt, die 0,8 mm langen Wurzelspitzen in den schrag erstarrten Agar 
leicht eingedriickt und bei 27—30° C dunkel kultiviert. Da die Kultur von Sonnen- 
blumenwurzeln trotz verschiedener Zusatze (Hefeextrakt und dgl.) miBlang, kamen 
vorwiegend Mais-, Erbsen- und Roggenwurzeln zum Versuch. 


Besonders interessant nach unseren bisherigen Erfahrungen waren 
natiirlich die Absonderungen des Klee- und Rispengrasstammes. Gegen- 
iiber den ZuwachsgroBen der Kontrolle ergaben die Kulturfiltrate durch- 
wegs Hemmungen, die mit sinkender Konzentration abnahmen. Die Ver- 
diinnung 1: 10 ergab an Erbsenwurzeln bei beiden Stémmen sehr starke 
Hemmung, starke Verdickung der Wurzelspitzen — was an Heteroauxin- 
wirkung erinnert — und tétete die Wurzeln nach einigen Tagen. Die 
Konzentration 1: 100 ergab keine abnormen Verdickungen mehr, aber 
noch starke Beeintrachtigung des Wachstums, wie aus Tab. 5 hervorgeht. 


Tabelle 5. HinfluB der Filtrate des Klee- und Rispengrasstammes auf Hrbsenwurzeln. 
ee EE ———————— ee 


Kleestamm Rispengrasstamm 
: pee ei pie S2 a af 
eS ere Endlange Zuwachs cr ee Endlange Zuwachs 
mm mm mm mm mm mm 
1:10 0,8 12,9 | 12,1 0,8 12,7 11.9 
1: 100 0,8 28,2 27,4 0,8 24,3 DY 15) 
1: 200 0,8 33.4 32,6 0,8 37,2 36,4 
1: 500 0,8 50,6 49,8 0,8 58,1 57,3 
Kontrolle 0,8 70,5 69,7 0,8 71,5 70,7 


88 Fr. Buxatson und J. HEITZER: 


Das Auftreten abnormer Wuchsformen und die mit Verdiinnung sin- 
kende Hemmwirkung legte eine heteroauxinartige Wirkung nahe; zur 
weiteren Klirung des Problems wurde von uns eine relativ hohe Konzen-— 
tration des Kleestammfiltrates (1:5) 30 min im Autoklaven auf 120°C 
erhitzt. Danach blieb die Verdickung der Erbsenwurzelspitze zwar aus, 
die Hemmung bestand aber weiter. Demnach werden neben einem — 
heteroauxinartigen Stoff auch noch andere Substanzen wirksam sein. : 

Da Indolylessigsiure (I.E.S.) durch oxyd. Desaminierung aus Trypto- 
phan gebildet wird, das in Pepton reichlich vorhanden‘ist, ergab geringer : 
Peptonzusatz (0,3%) zur A.-Kulturlésung die Méglichkeit, die Anwesen-— 
heit von I.E.S. unter den A.-Abscheidungen weiterhin zu priifen. Tat-— 
siichlich trat nun auch unter sonst gleichen Verhaltnissen noch in Ver- 
diinnung 1: 100 Wurzelverdickung auf, verbunden mit stirkerer Bei 
mung des Wurzelwachstums gegeniiber dem peptonfreien Filtrat (Tab. 6). 1 


Tabelle 6. Filtratwirkung des Kleestammes, mit und ohne Pepton kultiviert, : 
auf Erbsenwurzeln. . 


= Wirkung des Kleestammes - 
onzentration 
es eae ohne Pepton kultiviert mit Pepton kultiviert 
Liingenwachstum der Wurzeln in mm 


1:10 12,9 (Verdickg. d. W.) 11,7 (Verdickg. d. W.) 
1: 100 28,2 15,6 (Verdickg. d. W.) 
1: 200 33.4 29,7 

1: 500 50,6 38,2 

Kontrolle 70,5 


Maiswurzeln waren gegeniiber den gleichen Verhialtnissen der Kultur- 
filtrate weniger empfindlich als Erbsenwurzeln, wenngleich auch hier 
noch alle Konzentrationen Hemmung erkennen lieBen, bei 1: 10 gab es — 
auch abnorme Verdickung der Spitze, aber kein Absterben mehr (Tab.7). 


Tabelle 7. Filtratwirkung des Klee- und Rispengrasstammes auf Maiswurzeln. 


4 
Kleestamm Rispengrasstamm : 
Konzentrati angs- - v - . : 
doings igs gene Endlinge Zuwachs meee Endlinge Zuwachs 
mm mm mm mm mm mm 
; q 
LL) 0,8 21,4 20,6 0,8 36,2 25,4 , 
1: 100 0,8 36,6 35,8 0,8 52,9 52/200 
1: 200 ) 0.8 59,7 58,9 0,8 56,4 55,6 
1: 500 0,8 cn VO va 0,8 74,6 73,8 
Kontrolle 0,8 TU et 97,7 96,9 


Roggenwurzeln zeigten ceteris paribus nicht nur keine Verdickung 
bei 1: 10 (wohl noch Hemmung), sondern ab 1: 100 bereits eine zuneh- 
mende Wuchsférderung durch die Bakterienabscheidungen. Die daraus 
abzuleitende Annahme, dafs die Hemmungen der I.E.S. fiir die 3 ge- | 
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nannten Wurzelarten verschieden hoch liegt, werden wir experimentell 
weiter verfolgen, ebenso die Wirkung der A.-Filtrate im Hafer-Zylinder- 
test im Vergleich mit abgestuften I.E.S.-Konzentrationen. 

AnschlieBend wurde auch noch die Wirkung der Filtrate der anderen 
Staémme unter gleichen Bedingungen auf unsere Wurzelkulturen gepruft ; 
es wirde zu weit fiihren, alle Ergebnisse auch nur tabellarisch zu bringen, 
deshalb seien nur die wichtigsten Befunde hervorgehoben: 

An Erbsenwurzeln bewirkten die Verdiinnungen 1 : 10 der Filtrate von 
Taubnessel- und Erbsenstamm die geschilderten Verdickungen, aller- 
dings schwacher ausgepragt. Die Hemmwirkung von Filtraten nach 
Peptongabe war wieder verstiirkt; allerdings lie8 sich durch Ystiin- 
diges Autoklavieren bzw. mehrtagige Sonnenbestrahlung der Filtrate 
die Wuchshemmung nicht so wesentlich herabdriicken, wie fiir reine 
J.E.8.-Wirkung zu erwarten gewesen wire. 

Die weniger aktiven A.-Staémme ergaben in vielen Fallen erwartungs- 
gema} Forderungen des Wurzelwachstums, oft schon ab Konz. | : 200, 
bzw. bei 1 : 500. Nur bei Roggenwurzeln war das Ergebnis uneinheitlich ; 
sonst laBt sich sagen, da die nach bisherigen Befunden weniger aktiven 
Stamme auch weniger Wirkstoffe bilden, wobei die Hemmwirkungen 
eher in eine Férderung des Wurzelzuwachses tibergeht. Eine Ubertragung 
dieser Befunde auf die natiirlichen Verhaltnisse im Boden bedarf aber 
einiger Einschrankung : 

1. In kinstlicher Kultur findet A. wahrscheinlich viel bessere Entwicklungs- 
bedingungen als im Konkurrenzkampf mit den anderen Rhizospharenorganismen 
im Boden. — 2. Die Gegenwirkung der verschiedenen Wurzeln mit ihren Aus- 
scheidungen auf A. blieb im vorstehenden unberiicksichtigt (sie wird erst in den 
folgenden Abschnitten behandelt).— 3. Die Adsorptionserscheinungen der Boden- 
kolloide fiir gréBer-molekularée Wirkstoffe fielen in unseren Versuchen weg. — 
4. Da die Wirkstoffe nach Aufnahme durch die Wurzel mit dem Transpirations- 
strom auch in den SproB gelangen, gibt der Hinflu8 auf die unterirdischen Teile 
allein kein vollstandiges Bild der A.-Wirkung auf die héhere Pflanze. 


10. Einflup der A.-Stiimme auf das Streckungswachstum des Sprosses 
(der Koleoptile). 

Zur Klarung des letztgenannten Punktes wurden in Anlehnung an Kron- 
BERGERS (b) Methode, die durch ihre Einfachheit besticht, steril herangezogene 
Roggenkeime mit 2—3 mm Koleoptillange auf 4.-Kultur in Agarschragrohrchen 
gesetzt und ihr Wachstum mit gleichartigen Keimlingen auf sterilem Mannitagar 
(Kontrollen) nach 3 Tagen verglichen. Alle Ansatze erfolgten mit 15 Parallelen; aus 
den Kinzelmessungen der Koleoptillange wurde der mittlere Fehler (mF) nach der 


Gaussschen Formel berechnet. 

Die Ergebnisse (vgl. Tab. 8) liegen weit auBerhalb des statistischen 
Streubereiches; allgemein sind Férderungen des Koleoptilzuwachses zu 
verzeichnen, allerdings in recht verschiedenem AusmaBe: an der Spitze 
stehen wieder der Klee- und Rispengrasstamm, deren Hemmung gegen- 
iiber der Wurzel besonders deutlich war. Das steht in Kinklang mit der 
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Tabelle 8. Linflug der Azotobacter-Stimme auf das Langenwachstum der Koleoptile. 


en EEE 


Zuwachs der Koleopt. innerhalb von 3 Tagen 
Stamm naa Ta ok f 
eee 
oe ee ee ee 
KléetfmcicoF cies aa 29,2 + 1,2 1557 116,29 
Rispengras ... . 28,7 + 2,6 15,2 112,58 
ROC Cene me nennenes 22,7 + 2,3 | 9,2 68,14 
Rube 6. oe keel 19,6 + 2,7 6,1 | 45,18 
Taubnessel . . . . 19.6 + 2,1 6,1 45,18 
Zwiebel... See) sane 20,3 + 3,4 6,8 50,37 
Ma184..9 jase nck ome 15,5 | + 2,8 | 2,0 14,81 
Salat. ke a cwecn tare 17,6 + 1,4 4,2 31,11 
Petersilie . >. 5 . 23,4 | + 2,1 9,9 73.33 
Hirbsé. a: acer ee 24,2 + 1,9 10,7 79,25 
Sonnenblume .. . 16,2 + 1,4 RT 20,0 
Kontrolle iar ne meee 13,5 ae Uf) | 


allgemeinen Annahme, dal gleiche Konzentrationen von Auxin auf die 
Wurzel hemmend, auf den SproB aber schon stark fordernd wirken 
kénnen. Dieses Ergebnis liBt uns auch die A.-Frage in einem fiir die 
Praxis neuen Licht sehen; in Ubereinstimmung mit JENSEN, KRASILNIKOF 
u.a. ist anzunehmen, dai A.im Boden nicht so sehr wegen seiner N-Bindung, 
sondern auf Grund seiner Wirkstoffbildung fiir die hdhere Pflanze 
wichtig ist [vgl. dazu auch NAuNDORF und NiILsson, KRONBERGER (b) |. 


11. Wirkung der Wurzelausscheidungen auf das A.-Wachstum. 


Im Vorhergehenden wurde betont, da auch eine Wirkung der Wurzel auf 4. zu 
beobachten sei; dieser Frage ist der folgende Abschnitt gewidmet. Wir erwahnten 
eingangs einerseits die Anreicherung von A. in der inneren Rhizosphiare, anderer- 
seits das fast véllige Fehlen dieses N-Binders in der Nahe bestimmter Wurzeln, so 
z. B. beim Schollkraut. Derartige Wechselbeziehungen im Boden waren Gegenstand 
jahrzehntelanger Untersuchungen ohne einheitliches Resultat: Sawostrn, Uppat, 
Dati und PavTeL sprechen von gegenseitiger Férderung, doch wurden aus letzter 
Zeit auch Impfversuche mit negativem Ergebnis bekannt [vgl. die eingehende 
Darstellung des Rhizosphairenproblems durch PoscHENRIEDER (c)]. 

In unseren Versuchen wurden die Kulturlésungen von isoliert geziichteten Wur- 
zeln von Erbse, Mais, Roggen, Sonnenblume und Tomate nach der Brtn- 
RINCKschen Auxanogramm-Methode gegen A. getestet (je 3 Parallelen). Die Wurzel- 
kultur erfolgte wie oben beschrieben, aber in fliissigem Medium nach WuirE 30 Tage 
bei 30°C im Dunkeln, wahrend dieser Zeit verlingerten die urspriinglich etwa 
10 mm langen Wurzelstiicke sich auf das 3—4fache. Je 1 cm® dieser Nahrlésungen 
wurde sodann in Rinnen eingebracht, die mit sterilem Skalpell in Mannitagar- 
platten geschnitten wurden, nachdem der Bakteriennihrboden mit méglichst gleich- 
mafigen Impfstrichen der einzelnen Stéimme versehen worden war. 

Abb. 3 1aBt die Versuchsanordnung und einige kennzeichnende Resultate er- 
kennen, in der Rinne befindet sich Erbsenwurzelkulturlésung. 

Um die Wirkung der Wurzelabscheidung niher zu analysieren, wurde ein Teil 
der Wurrr-Losung nach Wurzelkultur 10 min auf 120° erhitzt bzw. mit Aktivkohle 
ausgeschtittelt. Die Kontrollen erhielten in der Rinne 1 em? frische Wutrr-Lésung. 
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Nach 10 Tagen wurden die Versuche ausgewertet, dabei wurde Wuchsforderung 
dann angenommen, wenn der Impfstrich sich in der Nahe der Rinne verbreiterte, 
Hemmung, wenn der Bakterienbelag in der Diffusionszone herabgemindert war 
oder Wachstum ganz ausblieb (vgl. Tab. 9). 

Wie aus Abb. 3 und Tab. 9 hervorgeht, unterscheiden sich die Stiimme 
wesentlich: Vielfach traten Hemmungen des Bakterienwachstums auf, 
besonders beim Zwiebel- und 
Rtibenstamm; auch Erbsen-, 
Mais-, Petersilien- und auf- 
fallenderweise auch der sonst 
so. ,,virulente’’ Rispengras- 
stamm erwiesen sich gegen 
Wurzelabscheidungen recht 
empfindlich. Klee-, Roggen- 
und Sonnenblumenstamm er- 
fuhren dagegen vielfach deut- 
liche Forderungen, der Salat- 
stamm verhielt sich meist in- 
different. 

Nicht immer zeigte sich ein 
fordernder Einflu8B der Ab- 
scheidungen jener Wurzeln, 
von deren Nahe die Stammme FES am Binflus der Warlericee aut ae Wackstitm 
abgeztichtet waren; immerhin — der Azotobacter-Stimme. Bezeichnung der Stiémme: 


e-. Roggen- 1. von Zwiebel, 2. von Taubnessel 3. von Mais, 4. von 
erfuhren der Kle : 88 Riibe, 5. von Petersilie, 6. von Sonnenblume, 7. von 
und Sonnenblumenstamm un- Roggen. Weitere Erkliérung im Text. 


ter dem Kinflu8 der ent- 

sprechenden Wurzeln eine Wachstumsbeschleunigung, was aber insofern 
weniger zu sagen hat, als gerade diese Stamme ziemlich allgemein positiv 
ansprechen. Interessant ist aber die Tatsache, dal der gegentiber seinem 


Tabelle 9. HinfluB verschiedener Wurzelexkrete auf das Wachstum der A.-Stdmme. 


Wirkung auf die Az.-Stamme 
: j | @ a] 2 i ; 
ace es g E F z 2 5 : : 4 : p Z ‘ : 
Ml B a le A 2 ga fae || aye ae n 

a cm ATS pl Tn 
KGleCmem ree elmer Wea (te SSE = 
Roggeneses a.  - (>) ae = =: 
IHrbseveus7 § 2). <3) P= |= = 
MINIs: gb 8S oe ere 6 
Wiwwiebel a ~. os © s-** (yp jee | ts 
[BONA 5g Gio ao, = = 
Momatess.-. 5 . «| — | + 
Sonnenblume .. . | | EL @ | 


+ Férderung; = Indifferenz; — Hemmung. 
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sonstigen Verhalten so auffallend empfindliche Rispengrasstamm gerade 
durch die Wurzelabscheidungen einer Graminee (also einer seiner Her- 
kunftpflanze familiengleichen Gattung, nimlich Roggen), gefordert wurde. 

Eine Wiederholung der Versuchsreihe ergab gleichsinnige Resultate; 
ein direkter Ernihrungseinflu8 der Wurzelextrakte war bei Forderungen 
ziemlich sicher auszuschlieBen, da das A.-Substrat an sich dem Bakterium 
optimale Wachstumsbedingungen bietet; auch wurde gerade bei starken 
Forderungen (Roggen-, Sonnenblumen- und Kleestamm) eine raschere 
Pigmentbildung als bei normaler Kultur (nach 3 gegeniiber 7 Tagen) 
beobachtet, was auf rascheren Verbrauch der Nahrstoffe des Substrates 
als Folge des beschleunigten Wachstums gedeutet werden kann [RrP- 
PEL (b)]. Es galt nun, nicht nur das Wachstum, sondern auch die N- 
Bindung unserer Stimme unter dem Hinfluf8 der Wurzelausscheidungen 
zu prifen. 


12. Das N-Bindungsvermégen der A.-Stimme unter der Wirkung von 
Wurzelexkreten. 

Von Nahrlésungen nach Wuirts, in denen, wie oben geschildert, Tomaten-, 
Zwiebel-, Erbsen-, Klee- und Bohnenwurzeln 30 Tage kultiviert worden waren, 
wurden je 0,5 cm? zu Glucoseagar zugefiigt, dieser schrag in R6hrchen erstarren ge- 
lassen und mit 1 Ose A. beimpft (je 5—6 Parallelen und 4—6 Kontrollen, 20 Tage 
Kultur bei 30° C). Sicherheitshalber wurden auch die Wurzelausscheidungen nach 
KJELDAHL untersucht, die Werte als Blindwert von den Ergebnissen abgezogen; 
diese sind fiir Klee-, Sonnenblumen- und Riibenstamm in Tab. 10 aufgefiihrt. 


Tabelle 10. Hinfluf von Wurzelausscheidungsstoffen auf das N-Bindungsvermégen der 
Azotobacter-Stdmme. 


| 


£ ‘ Kleestamm Sonnenblumenstamm Riibenstamm 

Wurzelabscheidung ' | 
yon "i N-Geh. | Férderg. | “A | N-Geh. | Férderg. Hee N-Geh. | Hemm. 
in mg mg inmg | mg in mg in mg 

) | 

Tomiate: nt iene), 64 18,98 ) Os. 1.640 411 5 | 8,62 1,01 
Zwiebel . . .\. 6 | 22,57 4,14 | 5 4,53 0,382 | 5 9,16 0,47 
Er DS6)-2t ee Ouleeosel 45/3. On sD. 2c hee OG mleo 8,78 0,85 
Kle@igs mera obits, 6 | 31,33 | 12,90 | 5 5,19 0,98 | 5 9,38 0,25 
Bohnets.ee ae 6 41,659), 23.22.46 7,36 SLO eO: jelOn — 
Kontrolle . . . 6 | 18,43 _ 4] 4,21 — 4 9,63 — 


n = Anzahl der jeweiligen Parallelen. 


Tomatenwurzelexkret férderte die N-Bindung der untersuchten 
Stiimme nicht, dagegen bewirkten die Exkrete der anderen Wurzeln, ganz 
besonders der Bohnen, beim Klee- und Sonnenblumenstamm deutliche 
Vermehrung des N-Gewinnes. Die N-Bindung des Riibenstammes aber 
wurde, wenn auch nicht wesentlich, durch fast alle Wurzelausscheidungen 
herabgesetzt. 

Die Ergebnisse stimmen insofern gut zum vorhergehenden Abschnitt 
als auch im Auxanogramm fiir den Klee- und Sonnenblumenstamm eine 
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Begiinstigung, beim Riibenstamm aber eine allgemeine Schadigung durch 
Wurzelexkrete zu verzeichnen war. 

Wahrend die Hemmungen der N-Bindung aber recht geringfiigig sind, 
erreichen die Forderungen (bes. d. Bohnenwurzel) erhebliche AusmaBe, 
so dafs abschlieBend wohl behauptet werden kann, daf im groBen und 
ganzen die Wurzelabsonderungen die N-Bindungskraft von A. in der 
Rhizosphire begiinstigen kénnen. 

Alle bisherigen Versuche zielten auf eine Analyse der gegenseitigen 
Stoffwechselbeziehungen ab, werden aber gerade deshalb durch Aus- 
schaltung bzw. Vereinfachung des Faktorenkomplexes den natiirlichen Ver- 
haltnissen wenig gerecht; im folgenden soll daher den Bedingungen in der 
Natur mehr Rechnung getragen werden. Mit den Impfversuchen betreten 
wir eines der umstrittensten und aktuellsten Gebiete der A.-Forschung. 


13. Impfversuche an Sandkulturen mit Azotobacterstimmen. 


Im Gegensatz zu den natiirlichen Verhaltnissen im Freiland wurden 
unsere Kulturen mit steril herangezogenen Pflanzen auf praktisch 
keimfreiem Quarzsand mit Knop + AZ-Lésung angesetzt und auf ver- 
schiedene Arten mit unseren reinen A.-Rassen beimpft. So war zwar 
die Konkurrenz bzw. Interferenz anderer Bodenbakterien ausgeschaltet, 
aber A. muBte hier mit den organischen Stoffen der Wurzelausschei- 
dungen auskommen, was eine Annaherung an die natiirlichen Bedin- 
gungen bedeutet. 

Zu unseren Versuchen wurden Erbsenpflanzen gewahlt, da bei ihnen infolge der 
normalen Symbiose mit Knollechenbakterien (die hier ausgeschaltet waren) ein 
entsprechendes N-Bediirfnis anzunehmen war, das deutliche Ausschlage versprach. 

In glasierte Tépfe mit je 1144 kg grobem Quarzsand (Wasserkapazitat 3,4%, ca- 
pillare Steigh6he 20 mm) legten wir je 12 mit Bromwasser sterilisierte Samen: nach 
Aufgehen der Saat wurden die kraftigsten und schwachsten Pflanzen bis auf 4 ent- 
fernt entsprechend auch bei der Kontrolle (jeweils 2 Parallelen). 

Die Impfung mit Erbsen-, Mais- und Sonnenblumenstamm geschah auf folgende 
Weise, deren Auswirkung ftir die Praxis erprobt werden sollte: Methode I: Die ste- 
rilen Samen wurden direkt in eine dicke A.-Suspension getaucht und mit den nun 
daran haftenden Keimen in den Sand gepflanzt. — Methode II: Nach steriler Kei- 
mung auf Agarplatten wurden die Keimwurzeln in die Bakterienaufschwemmung 
getaucht und so ausgepflanzt. — Methode IIT: Die sterilen Samen kamen sogleich in 
den Sand, dieser wurde sodann jeweils mit 15 cm’ A.-Suspension begossen. 

Der Versuch begann am 21. 9. 1949 in einem Siidgewachshaus der Botanischen 
Staatsanstalten und wurde am 9. 12. abgebrochen; infolge der spiten Jahreszeit 
gelangten die Pflanzen nicht zur Vollreife; immerhin waren bei Versuchsende schon 
deutliche Unterschiede feststellbar. Die Pflanzen wurden sandfrei gewaschen, kleine 
Wurzelteile auf Glucoseagar zur Priifung auf lebende A.-Zellen ausgelegt, die 
iibrigen Pflanzen zerkleinert, bei 104° C getrocknet und der N-Gehalt nach KyEi- 
DAHL ermittelt. In der folgenden Tab. 11 sind die Mittelwerte aus je 3 Parallelen 
zusammengestellt; Abb. 4 vermittelt ein Bild der Versuchsanstellung. 


Auf Erbsen wirkte besonders Impfung mit Erbsenstamm, weniger mit 
Taubnessel- iiber Maisstamm. Fast allgemein ergaben sich Forderungen; 
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Tabelle 11. Trockengewichte und N-Gehalte beimpfter Erbsenpflanzen. 


beimpft Trockengewicht N-Gehalt 
abies oa re in mg Fdg. in % in mg Fdg. in % 

SS 
Kontrollem i. ase — 933 / — 3,90 — 
mit Erbsenstamm .. I 1176 26.0 5,14 31.6 
IL 1070 14,7 4,11 5,4 
IIL 1138 22.0 4,73 16,2 
mit Maisstamm ... | I 951 1.9 4,11 5,4 
II 946 1,4 3,99 ae 
IIL 930 | == 3,83 - 
mit Taubnesselstamm | il 1032 10.6 4S ee 5,9 
II 986 5,7 3,96 15 
Liteakit LL 977 Ph ee eee) = 


Hemmungen durch A.-Impfung traten in unserem Fall praktisch nicht 
auf. Die ausgesprochen giinstige Wirkung gerade des Erbsenstammes, der 
sonst nicht gerade zu den physiologisch aktivsten Formen gehort, laBt 
sich als physiologische Anpassung zwischen A. und ,,Wirt deuten. Die 


Abb. 4. Erbsenkulturen, links mit Azo- 
tobacter-,, Erbsenstamm. geimpft, rechts 


ungeimpft. 


oben erwaihnten Plattenkulturen mit 
Wurzelproben erwiesen auch die Fahig- 
keit von A., mit den Wurzelausschei- 
dungen auszukommen, wenn auch inner- 
halb der Versuchsdauer keine starke 
Vermehrung der Bakterien festzustellen 
war. A. blieb dabei auf unmittelbare 
Wurzelnihe beschrankt, da weiter ent- 
fernt liegende Sandkérnchen sich als 
A.-frei erwiesen. 

Besonders wesentlich erscheint uns 
auch die ganz unterschiedliche Wirkung 
der Impfmethode auf den Pflanzen- 
ertrag: Das Benetzen der Samen mit 
Bakteriensuspensionen erweist — sich 
nach unseren Ergebnissen als wesentlich 
geeigneter als die anderen beiden eben- 
falls in der landwirtschaftlichen Praxis 
iiblichen Verfahren. 

Vergleichen wir diese Ergebnisse mit 
den frither geschilderten Befunden, so 
konnen wir verstehen, daB die Wirkung 


der Mais- und Taubnesselstamm- 


Impfung auf Erbse weniger ausgepragt ist, da ja die Wurzelabschei- 
dungen der Erbse auf diese beiden Stéimme vermehrungshemmend 


wirkten, wahrend der 


Erbsenstamm giinstig beeinfluBt wurde. Hier 
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sehen wir nochmals schén die wechselseitige physiologische Abstimmung 
der Organismen. Vergleichen wir noch die iibrigen Befunde dieser 3 Stim- 
me an Hand von Tab. 12, so ergibt sich klar, da8 das Ausma8 der N- 
Bindung der Staémme fiir den Impferfolg von geringerem Belange ist als 
ihre Wuchsstoffbildung. 


Tabelle 12. Vergleichswerte der Atmungsintensitdt, der N-Bindungskraft, der Wir- 
kung auf die Koleoptile und auf das Liéngenwachstum der Wurzeln der einzelnen 


Stdmme. 
- Wirkung auf das Wirkung d. Stoffwechsel- 
Az.-Stamm eee N-Bindung | Streckungswachstum| produkt. auf das Wachs- 
Ta. Gk der Koleoptile tum isol. Erbsenwurzeln 
——— ees 
. | =< . 
Binbsen ’ jo .2) 214,89 5,04 | 79,25% Fdg. | 1:200 6.41% Fdg. 


i | | 
| 


| 1: 500 23,67% ,, 


Bisicees +) 372,16 LOST A 14/8194 8) 1 1 200 © 4.63% 
1: 500 20,83% 


9 


s 


> 


| | 
Taubnessel . . | 399,72 9,40 45,18% ,, | _keine Férderung 


Die Impfversuche mit unseren Stémmen werden an anderen Kultur- 
pflanzen von uns fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 

1. Aus der inneren Rhizosphare verschiedener Wild- und Nutzpflanzen 
wurden 11 Azotobacter-Stémme rein geztichtet und auf einige kennzeich- 
nende Wuchs- und Stoffwechseleigenschaften gepriift, ebenso auf die 
Wechselbeziehungen zwischen ihnen und den héheren Pflanzen. In allen 
Fallen konnten deutliche Unterschiede und zum Teil auch Anpassungs- 
erscheinungen zwischen A. und der hoheren Pflanze festgestellt werden, 
so daB damit die bislang noch strittige Frage des Bestehens spezi- 
fisch angepaBter Stéimme im bejahenden Sinne entschieden wird. 

2. Die Unterschiede umfassen Atmungsintensitat und Dehydrase- 
aktivitat (die annahernd gleichsinnig verliefen), den Katalasegehalt (der 
sich unabhangig von beiden erstgenannten verhielt), sowie Pepton- und 
Salztoleranz und auch die Reaktionsanspriiche. 

3. Die N-bindende Kraft der Staémme war zeitlich und im Ausmaf 
sehr verschieden; ebenso der auf gleiche N-Assimilation bezogene KH- 
Verbrauch (,,0konomie der N-Bindung‘‘). Die diesbeziiglich aktivsten 
St&iimme (Klee- und Rispengrasstamm) zeigten selbst bei vermindertem 
KH-Angebot innerhalb gewisser Grenzen optimale N-Bindung. 

4. Kulturfiltrate von A. bewirkten an isoliert wachsenden Wurzeln 
teilweise starke Schidigungen und Forminderungen, die auf Hetero- 
auxinwirkung hinweisen. Durch geeignete Versuchsanstellung konnte 
die Heteroauxinabscheidung durch A. weiter erhartet werden. Stiirkere 
Verdiinnungen des Kulturfiltrates, vor allem weniger aktiver Stémme, 
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bewirkten bei manchen Wurzeln auch Wuchsforderungen. Die Emp- 
findlichkeit der einzelnen Wurzeln gegeniiber A.-Abscheidungen war 
unterschiedlich; neben Heteroauxin traten dabei noch thermostabile 


Hemmstoffe auf. 

5. Das Streckungswachstum der Roggenkoleoptile wurde durch direkte 
A,-Wirkung auf die Wurzeln allgemein gefordert. Stamme, die bei Wur- 
zeln stark hemmen, begiinstigten das Wachstum der Koleoptile beson- 
ders deutlich, was mit der verschiedenen Empfindlichkeit von Wurzel 
und SproB gegeniiber gleichen Wuchsstoffmengen gut vereinbar erscheint. 

6. Wurzelexkrete wirkten auf unsere A.-Rassen teils fordernd, teils 
hemmend; nur teilweise war dabei eine Anpassung zwischen ,,Wirt’ und 
A. feststellbar. Das N-Bindungsvermégen von A. wurde durch Wurzel- 
abscheidungen vielfach deutlich begiinstigt. 

7. Impfversuche an Erbsen in Quarzsandkultur lieBen die Wichtigkeit 
der Verwendung angepaBter Bakterienstimme und die entscheidende 
Bedeutung der richtigen Impfungsart erkennen. An Ertragshohe und 
N-Gewinn erwies sich deutlich die Uberlegenheit des Samentauchver- 
fahrens iiber das Behandeln der Keimlingswurzeln oder Bodenimpfung 
mit A.-Aufschwemmungen. 
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andernfalls sind Verzégerungen im Erscheinen unvermeidlich. Korrekturen im 


Satz miissen auf das sachlich Notwendige beschrankt werden. 


Die Darstellung soll méglichst kurz sein. Ergebnisse diirfen nicht gleichzeitig 
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Bei einleitenden Literaturbesprechungen soll méglichst auf zusammenfassende 
Darstellungen verwiesen und nur das zum unmittelbaren Verstandnis Notwendige 
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Selbstandige kritische Sammelreferate iiber einzelne Gebiete sind erwiinscht. 
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von im allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 
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GrundriB der Botanik 


Von Dr. Otto Stocker, Professor der Botanik an der Technischen Hochschule Darm- 
stadt. Mit 303 Abbildungen. VIII, 264 Seiten. 1952. Ganzleinen DM 16. st 


Inhaltsiibersicht: Einleitung. Historische und erkenntnismiSige Grundlagen: Gey 
schichte. Umgrenzung und Einteilung. — Systematik (Taxonomie): Prinzipien. Die 
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Wahrend fiir die akademische Ausbildung in Botanik eine gute Auswahl von Lehr- 
biichern zur Verfiigung steht, mangelt es an einem kurzgefaBten ,,GrundriB‘‘, welcher, 
iiber den Zweck eines Repetitoriums hinausgehend, die wesentlichen Tatsachen in 
ihrem wissenschaftlichen Zusammenhang, wie Kant sagt, ,,architektonisch“ aufbaut und 
damit dem Studierenden eine wirksame Hilfe bei der Verarbeitung der Vorlesung und der 
Vorbereitung zum Examen bietet. Ein solecher GrundriB ist zunachst notwendig fiir die’ 
groBe Gruppe von Studierenden, welche, wie Mediziner, Pharmazeuten, Chemiker, Land- 
und Forstwirte und Teile der Lehramtsanwarter, Botanik nur als Nebenfach zu betreiben’ 
haben und ihr deshalb nur eine beschrankte Zeit und Aufnahmefahigkeit widmen kénnen. 
Ihnen kann nicht wohl zugemutet werden, sich selbst aus der Stoffiille eines Lehrbuches 
das Wesentliche auszusuchen und in einen Zusammenhang zu bringen. Fiir den Biologen 
im Hauptfach gilt im Beginn des Studiums dasselbe; auch er sollte zunachst einmal eine’ 
klare Wegleitung in das Gebiet erhalten, in welches er in der Folge an Hand der Lehr- 
biicher in eigener Untersuchungsarbeit tiefer eindringen muB. 
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